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La presente invention concerne un nouveau polypeptide de 116 kDa 
presentant des homologies de sequences avec des helicases a ARN 
(DEXH box) denomme RH116 et ses fragments, le clonage de l'ADNc 
et les polynucleotides codant lesdits polypeptides, des vecteurs de 
5 clonage et/ou d'expression incluant lesdits polynucleotides, des 
cellules transformees par lesdits vecteurs et des anticorps 
specifiques diriges contre lesdits polypeptides, L'invention concerne 
egalement des precedes de detection et/ou de dosage desdits 
polypeptides et polynucleotides, les trousses de diagnostic 
10 correspondantes, et un procede de criblage de ligands, ainsi que des 
composes utilisables a titre de medicament pour la prevention et/ou 
le traitement therapeutique. 

Les muramylpeptides sont, parmi les immunomodulateurs de 
synthese, ceux qui ont montre un grand nombre d'effets 

15 immunopharmacologiques sur les cellules de la lignee monocytaire 
/macrophagique potentialisant leur resistance non specifique a 
Tinfection, augmentant l'activite tumoricidale des macrophages, et 
aussi agissant comme adjuvants de vaccins. Le Murabutide (MB), 
analogue du muramyldipeptide (MDP) a ete selectionne pour son 

20 profil biologique particulierement prometteur et sa bonne tolerance 
chez Tanimal et chez lTiomme. En effet, contrairement au MDP et a 
de nombreux autres analogues, il est demontre que le MB n'est pas 
pyrogene, n'induit pas de reactions inflammatoires et n*a pas montre 
de toxicite severe lors des etudes cliniques chez des volontaires sains 

25 et de patients atteints de cancer. 

De part ses capacites biologiques, le MB est un agent antiviral 
prometteur dans le domaine du SIDA (Syndrome 
d'Immunodeficience acquise). En effet, le MB inhibe la replication du 
virus de rimmunodeficience humaine (VIH) dans les macrophages et 

30 les cellules dendritiques mais egalement dans les cellules 
mononuclees du sang peripherique (Peripheral Blood Mononuclear 
Cells, PBMC) de patients infectes. Ainsi, compte tenu de ces 
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caracteristiques biologiques l'immunomodulateur MB a fait l'objet 
d'un brevet fran?ais delivre N° FR 2 724 845 et 
intitule « Compositions de Muramyi peptides capables d'inhiber 
jusqu'a 100% la replication d'un virus de rimmunodeficience 
5 acquise tel que le VIH». De plus, les essais cliniques de phase I et de 
phase Ila menes a terme sur des patients VIH+ ont demontre une 
bonne tolerance clinique du MB.. 

Les inventeurs ont demontre que le MB exerce une forte 
inhibition de la replication virale dans les PBMCs de patients 

10 depletees en lymphocytes CD8, activees par la phytohemagglutinine 
(PHA) et mises en culture avec .de l'interleukine 2 (IL-2). En effet, le 
MB inhibe de 70 a 100% le taux de proteine virale p24 du VIH dans 
les surnageants de culture. Cet effet est correle au taux d'expression 
des ARN messagers viraux (non episses et simple episses). De plus, 

15 Tanalyse du profil de cytokines et chimiokines secretees a demontre 
que le MB induisait la production de chimiokines connues comme 
inhibitrices de la replication du VIH. Toutefois, cette induction ne 
semble pas etre correlee en totalite avec l'effet inhibiteur du MB. 
L'inhibition de la replication du VIH par le MB ne passe pas 

20 seulement par l'induction de la production de p-chimiokines puisque 
le MB intervient aussi au niveau de l'ADN proviral et de la 
transcription virale. L'absence de toxicite du MB dans ces memes 
cultures cellulaires a ete verifiee par les inventeurs qui ont constate 
que non seulement le nombre de cellules vivantes reste inchange en 

25 debut de culture mais semble, de plus, augmenter en fin de culture. 

Les resultats obtenus par les inventeurs suggerent done que le 
MB induit la production de cytokines ou d'autres facteurs non 
identifies a ce jour, et qui possedent une activite suppressive de la 
replication du VIH. 

30 Afin d'identifier ces nouveaux facteurs impliques dans la 

regulation de la replication virale, les inventeurs ont utilise la 
methodologie du « Differential Display-RT-PCR » (DD-RT-PCR) qui 
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repose sur 2 etapes essentielles. Une premiere etape de reverse 
transcription (RT) de TARN total cellulaire afin d'obtenir des ADN 
complementaires de tous les ARN qui possede une queue poly A. 
Ensuite, une deuxieme etape ^amplification par Polymerase Chain 
5 Reaction (PCR) a partir des ADNc servant de matrice et de differents 
couples d'amorces en presence d'un nucleotide radio-marque. Les 
produits de PCR sont ensuite separes sur gel par electrophorese. Les 
fragments differentiellement amplifies sont coupes du gel, re- 
amplifies puis clones et sequences. 

10 La DD-RT-PCR, realisee a partir de PBMCs d'un patient VIH+, a 

permis aux inventeurs de selectionner plus de 130 fragments 
d'ADNc differentiellement exprimes apres traitement au MB. Ces 
fragments ont ete sous-clones dans le vecteur pCR2.1 (Invitrogen), 
puis sequences par sequen<?age automatique (ABI Prism 377, 

15 Perkin-Elmer). Les sequences ont ete analysees pour les recherches 
dliomologies en utilisant les banques de donnees et le serveur Basic 
Local Alignment Search Tool (Blast 2) du NCBL 

Les inventeurs ont identifie un nouveau polypeptide presentant 
des homologies de sequences avec des helicases a ARN. 

20 Les helicases a ARN (pour revue voir Critical Rev. In 

Biochemistry and Molecular Biology (1998) 33 (4) : 259-296) 
representent une large famille de proteines presentes dans tous les 
types de systemes biologiques ou TARN joue un role central. Elles 
sont distributes de maniere ubiquitaire dans une large gamme 

25 d'organismes et sont impliquees dans le processus d'epissage 
mitochondrial et nucleaire, 1'edition de l'ARN (RNA editing), la 
maturation de rRNA (rRNA processing), l'initiation de la traduction, 
Texport des ARN m nucleaires et la degradation des ARN m . 

Les helicases a ARN constituent des facteurs indispensables a 
30 la differenciation et au developpement cellulaire, et certaines d'entre 
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elles jouent un role dans la transcription et la replication de genome 
viral a ARN simple brin. 

Les helicases a ARN appartiennent au large groupe des 
en2ymes susceptibles d'hydroliser les nucleotides S'-trisphosphates. 

5 Une etude de comparaison de sequence des ATPases-ADN 

dependantes a conduit a une nouvelle classification des NTPases 
selon le motif ATPase A. Ainsi, les helicases a ADN se caracterisant 
par un motif A, encore appele motif "Walker" (G-X-X-X-X-G-K-T), et 
appartiennent a la superfamille I, alors que les helicases a ARN 
10 presentent des variations dans ce domaine (A-X-X-G-X-G-K-T) et 
forment la superfamille II voisine (Gorbalenya et al, 1988). 

Des comparaisons des sequences conservees ont montre des 
liens etroits entre les differentes helicases a ARN, suggerant que ces 
proteines derivent d'un ancetre commun, 

15 En effet, Talignement de la sequence en acides amines de 

differents membres de la superfamille II des helicases a ARN a 
permis de mettre en evidence une region centrale commune qui se 
caracterise par la presence de huit domaines hautement conserves. 
A l'heure actuelle, la fonction biochimique de quatre des huit 

20 domaines conserves (domaines I, II, VI, et VIII) ont ete elucides. 
Compte tenu de la forte homologie de sequence dans le cinquieme 
des huit elements structuraux, appele motif "boite DEAD" (ou 
"DEAD Box") (D-E-A-D : Asp-Glu-Ala-Asp), les helicases a ARN 
appartenant a la superfamille II sont egalement appeles proteines 

25 "Boite DEAD" (Under et al., 1989). L'existence de motifs DEAD 
divergents ont permis de subdiviser en sous-groupes la superfamille 
II des helicases a ARN. A ce jour, trois sous-groupes ont ete 
identifies. Le premier sous-groupe est forme par les proteines a boite 
DEAD classique, les deux autres sous-groupes sont appeles DEAH 

30 et DEXH du fait de leur motif ATPase B divergent. 
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De part et d'autre de la sequence centrale conservee, les 
extremites amino- et carboxy- terminates des helicases a ARN se 
caracterisent par des sequences de longueur et de contenu 
variables. II est suggere que ces regions divergentes sont 
5 responsables des fonctions proteiques individuelles, alors que les 
domaines hautement conserves sont impliques dans l'activite 
helicase a ARN. 

Le domaine I (A/G-X-X-G-X-G-K-T : Ala/Gly-X-X-Gly-X-Gly-lys- 
Thr) est decrit comme le motif A des ATPases (Walker et al } 1982). 

10 Le domaine V, ou boite DEAD (L-D-E-A-D-X-X-Leu : Leu-Asp- 

Glu-Ala-Asp-X-X-leu represente une forme specifique du motif 
ATPase B (Walker et a/., 1982) qui semble implique dans Thydrolyse 
de l'ATP (Pause and Sonenbery, 1992). 

Le domaine VI ou motif SAT (Ser-Ala-Thr) est localise a 
15 proximite de la boite DEAD et semble specifique des helicases a 
ARN. 

Le domaine VIII est caracterise par la boite YIHRIGRXXR (Tyr- 
Ile-His-Arg-Ile-Gly-Arg-X-X-Arg) qui represente un motif qui est, 
comme SAT, specifique aux helicases a ARN. Des experiences in vitro 

20 avec le facteur d'initiation de la traduction eIF-4A indiquent que ce 
domaine est critique pour la liaison a l'ARN. 

La presente invention a done pour objet un polypeptide isole 
denomme « RH116 » (pour helicase a ARN de 116 kDa) de sequence 
d'acides amines SEQ ID N°2. Cette sequence comprend des domaines 

25 consensus conserves qui sont aisement identifiables par Thomme du 
metier et qui permettent de classer le polypeptide RH116 de 
Tinvention dans le sous-groupe DEAH ou DEXH (pour revue voir 
Luking. et al, (1998)) Parmi ces domaines consensus conserves, il 
convient de citer : 
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• la sequence GSGKT qui correspond aux acides amines 332 a 
336 de la sequence SEQ ID N°2, et qui constitue le domaine conserve 
I (G-GKT) de la superfamille des helicases a ARN. 

•. la sequence DECH qui correspond aux acides amines 443 a 
5 446 de la sequence SEQ ID N°2 et qui constitue le domaine conserve 
V (DE-H) de la superfamille des helicases a ARN du sous-groupe 
DEXH. 

Ces deux domaines consensus conserve sont impliques dans la 
fonction ATPase. 

10 • la sequence TAS qui correspond aux acides amines 488 a 490 
de la sequence SEQ ID N°2 et qui constitue le domaine conserve VI (- 
A-) de la superfamille des helicases a ARN du sous-groupe DEAH. 

• la sequence RGRAR qui correspond aux acides amines 820 a 
824 de la sequence SEQ ID N°2 et qui constitue le domaine conserve 

15 VIII de la superfamille des helicases a ARN du sous-groupe DEAH. 
Ces deux domaines conserves (domaines VI et VIII) sont plus 
specifiques des helicases a ARN et sont responsables de la liaison et 
du deroulement de TARN cible. 

Le polypeptide isole se caracterise en ce qu'il comprend un 

20 polypeptide choisi parmi : 

a) un polypeptide de sequence SEQ ID N°2 ; 

b) un polypeptide variant de polypeptide de sequences d'acides 
amines defini en a) ; 

c) un polypeptide homologue au polypeptide defini en a) ou b) et 
comportant au moins 80 % d'identite, de preference 85 %, 87 
%, 90 %, 95 % , 97 % 98 %, 99 % d'identite avec ledit 
polypeptide de a) ; 

d) un fragment d'au moins 15 acides amines consecutifs de 
preference 17, 20, 23, 25, 30, 40, 50, 100, 250 amino-acides 
consecutifs d'un polypeptide defini en a), b) ou c) ; 

e) un fragment biologiquement actif d'un polypeptide defini en 
a), b) ou c). 
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Dans la presente description, on utilisera le terme polypeptide 
pour designer egalement une proteine ou un peptide. 

On entendra par polypeptide variant l'ensemble des 
polypeptides mutes pouvant exister naturellement, en particulier 
5 chez 1'etre humain, et qui correspondent notamment a des 
troncatures, substitutions, deletions et/ou additions de residus 
d'amino-acides. 

Par polypeptide homologue, on entendra designer les 
polypeptides presentant, par rapport au polypeptide naturel RH116, 

10 certaines modifications comme en particulier une deletion, addition 
ou substitution d'au moins un acide amine, une troncature, un 
allongement et/ou une fusion chimerique. Parmi les polypeptides 
homologues, on prefere ceux dont la sequence d'acides amines 
presente au moins 80 % d'identite, de preference d'au moins 85 %, 

15 87 %, 90 %, 93%, 95%, 97 %, 98 %, 99 % d'identite avec les 
sequences d'acides amines des polypeptides selon l'invention, Dans 
le cas d'une substitution, un ou plusieurs acides amines consecutifs 
ou non consecutifs, peuvent etre remplaces par des acides amines « 
equivalents ». L'expression acide amine « equivalent » vise ici a 

20 designer tout acide amine susceptible d'etre substitue a l*un des 
acides amines de la structure de base sans cependant modifier les 
caracteristiques ou proprietes fonctionnelles essentielles, comme 
leurs activites biologiques, des polypeptides correspondants telles 
que l'induction in vivo d'anticorps capables de reconnaitre le 

25 polypeptide dont la sequence d'acides amines est comprise dans la 
sequence d'acides amines SEQ ID N°2, ou run de ses fragments. Ces 
acides amines equivalents peuvent etre determines soit en 
s'appuyant sur leur homologie de structure avec les acides amines 
auxquels ils se substituent, soit sur les resultats des essais d'activite 

30 biologique croisee auxquels les differents polypeptides sont 
susceptibles de donner lieu. A titre d'exemple, on mentionnera les 
possibilites de substitutions susceptibles d'etre effectuees sans qu'il 
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en resulte une modification approfondie des activites biologiques des 
polypeptides modifies correspondants, les remplacements, par 
exemple, de la leucine par la valine ou Tisoleucine, de Tacide 
aspartique par Tacide glutamique, de la glutamine par Tasparagine, 
5 de Targinine par la lysine etc., les substitutions inverses etant 
naturellement envisageables dans les memes conditions. 

Par fragment biologiquement actif, on entendra designer en 
particulier un fragment de sequence decides amines de polypeptide 
selon Tinvention presentant au moins une des caracteristiques ou 

10 proprietes fonctionnelles du polypeptide selon Tinvention, 
notamment en ce qu'il comporte une activite helicase a ARN. Le 
polypeptide variant, le polypeptide homologue ou le fragment de 
polypeptide selon Tinvention possede au moins 10 %, de preference 
20 % , 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % de Tactivite 

15 helicase a ARN. Differents protocoles connus de l*homme de Tart ont 
ete decrits pour mesurer Tactivite helicase a ARN des polypeptides 
selon Tinvention ; il convient de citer les articles de Lain et at (1990) 
et Lee et Hurwitz (1993). Les exemples ci-apres proposent des 
fonctions biologiques pour la proteine RH116 en fonction des 

20 domaines peptidiques de cette proteine et permettent ainsi a 
lliomme du metier d'identifier les fragments biologiquement actifs. 

Par fragment de polypeptide, on entend designer un 
polypeptide comportant au minimun 15 acides amines consecutifs, 
de preference 17, 20, 23, 25, 30, 40, 50, 100, 250 amino-acides 

25 consecutifs. Les fragments de polypeptide selon Tinvention obtenus 
par clivage dudit polypeptide par une enzyme proteolytique, par un 
reactif chimique, ou encore en pla?ant ledit polypeptide dans un 
environnement tres acide font egalement partie de Tinvention. 

De preference un polypeptide selon Tinvention est un 

30 polypeptide constitue de la sequence SEQ ID N° 2 ou d'une sequence 
possedant au moins 80 % d'identite, de preference au moins 85 %, 
90 %, 95 %, 98 % et 99 % d'identite avec la SEQ ID N° 2 apres 



alignement optimal. Par polypeptide dont la sequence d'acides 
amines presentant un pourcentage d'identite d'au moins 80 %, de 
preference d'au moins 85 %, 90 %, 95 %, 98 % et 99 % apres 
alignement optimal avec une sequence de reference, on entend 
5 designer les polypeptides presentant certaines modifications par 
rapport au polypeptide de reference, comme en particulier une ou 
plusieurs deletions, troncations, un allongement, une fusion 
chimerique, et/ou une ou plusieurs substitutions. 

Parmi les polypeptides dont la sequence d'acides amines 

10 presente un pourcentage d'identite d'au moins 80 %, de preference 
d'au moins 85 %, 90 %, 95 %, 98 % et 99 % apres alignement 
optimal avec les sequences SEQ ID N° 2 ou avec l'un de leurs 
fragments selon l'invention, on prefere les polypeptides variants 
codes par les sequences peptidiques variantes telles que 

15 precedemment definies, en particulier les polypeptides dont la 
sequence d'acides amines presente au moins une mutation 
correspondant notamment a une troncation, deletion, substitution 
et/ou addition d'au moins un residu d'acide amine par rapport aux 
sequences SEQ ID N°2 ou avec l'un de leurs fragments, de maniere 

20 plus preferee les polypeptides variants presentant une mutation liee 
a une pathologic 

Le polypeptide selon l'invention se caracterise en ce qu'il est 
comporte au moins un domaine conserve appartenant a la 
superfamille des helicases a ARN, ceux-ci etant choisi de preference 

25 parmi les sequences G-GKT correspondant au domaine I, DEAD, 
DE-D, DEAH, correspondants au domaine V, SAT, -A-, 
correspondants au domaine VI, YIHRIGRR, HRIGR — R, -R-GR— R, — 
GR, correspondants au domaine VIII. 

L'invention concerne egalement un polynucleotide purifle ou 

30 isole caracterise en ce qu'il code pour un polypeptide de sequence 
SEQ ID N°2 tel que defini precedemment. De maniere preferee, le 
polynucleotide selon l'invention possede la sequence SEQ ID N°L 
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Le polynucleotide purifie ou isole selon Tinvention se 
caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide choisi parmi : 

a) SEQ ID N° 1 ; 

b) • la sequence d*un fragment d'au moins 15 nucleotides 
5 consecutifs, de preference d'au moins 18, 21, 24, 27, 

30, 35, 40, 50, 75, 100 nucleotides consecutifs de la 
sequence SEQ ID N°l a 1'exception de la sequence 
' nucleique identifiee sous le N° d'accession AC 
007750 dans la banque de donnees GenBank ainsi 
10 qu'a 1'exception de la sequence genomique de 95417 

pb identifiee sous le N° d'accession AC 0108176 dans 
la banque de donnees GenBank. 

c) une sequence nucleique presentant un pourcentage 
d'identite d'au moins 80 %, de preference d'au moins 

15 85 %, 90 %, 95 %, 98 % et 99 % apres alignement 

optimal avec une sequence definie en a) ou b) ; 

d) la sequence complementaire ou la sequence d'ARN 
correspondant a une sequence telle que definie en a), 
b) ou c). 

20 Par acide nucleique, sequence nucleique ou d'acide nucleique, 

polynucleotide, oligonucleotide, sequence de polynucleotide, 
sequence nucleotidique, termes qui seront employes indifferemment 
dans la presente description, on entend designer un enchainement 
precis de nucleotides, modifies ou non, permettant de definir un 

25 fragment ou une region d'un acide nucleique, comportant ou non 
des nucleotides non naturels, et pouvant correspondre aussi bien a 
un ADN double brin, un ADN simple brin que des prodmts de 
transcription desdits ADN, et/ou un fragment d'ARN. 

II doit etre compris que la presente invention ne concerne pas 

30 les sequences nucleotidiques dans leur environnement 
chromosomique naturel, c'est-a-dire a Tetat naturel II s'agit de 
sequences qui ont ete isolees et/ou purifiees, c'est-a-dire qu'elles ont 
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ete prelevees directement ou indirectement, par exemple par copie, 
leur environnement ayant ete au moins partiellement modifie. On 
entend ainsi egalement designer les acides nucleiques obtenus par 
synthese chimique. 
5 Par polynucleotide de sequence complementaire, on entend 

designer tout ADN dont les nucleotides sont complementaires de 
ceux de la SEQ ID N° 1 ou d'une partie de la SEQ ID N°l et dont 
Indentation est inversee. 

Par « pourcentage d'identite » entre deux sequences d'acides 

10 nucleiques ou d'acides amines au sens de la presente invention, on 
entend designer un pourcentage de nucleotides ou de residus 
d'acides amines identiques entre les deux sequences a comparer, 
obtenu apres le meilleur alignement, ce pourcentage etant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties 

15 au hasard et sur toute leur longueur. On entend designer par 
"meilleur alignement" ou "alignement optimal", l'alignement pour 
lequel le pourcentage d'identite determine comme ci-apres est le plus 
eleve. Les comparaisons de sequences entre deux sequences d'acides 
nucleiques ou d'acides amines sont traditionnellement realisees en 

20 comparant ces sequences apres les avoir alignees de maniere 
optimale, ladite comparaison etant realisee par segment ou par « 
fenetre de comparaison »> pour identifier et comparer les regions 
locales de similarity de sequence. L'alignement optimal des 
sequences pour la comparaison peut etre realise, outre 

25 manuellement, au moyen de ralgorithme dliomologie locale de 
Smith et Waterman (1981), au moyen de ralgorithme dliomblogie 
locale de Neddleman et Wunsch (1970), au moyen de la methode de 
recherche de similarite de Pearson et Lipman (1988), au moyen de 
logiciels informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, 

30 BLAST P, BLAST N, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin Genetics 
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., 
Madison, WI). Afin d'obtenir Falignement optimal, on utilise de 
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preference le programme BLAST, avec la matrice BLOSUM 62. On 
peut egalement utiliser les matrices PAM ou PAM250. 

Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acides 
nucleiques ou d'acides amines est determine en comparant ces deux 
5 sequences alignees de maniere optimale, la sequence d'acides 
nucleiques ou d'acides amines a comparer pouvant comprendre des 
additions ou des deletions par rapport a la sequence de reference 
pour un alignement optimal entre ces deux sequences. Le 
pourcentage d'identite est calcule en determinant le nombre de 

10 positions identiques pour lesquelles le nucleotide ou le residu 
d'acide amine est identique entre les deux sequences, en divisant ce 
nombre de positions identiques par le nombre total de positions 
comparees et en multipliant le resultat obtenu par 100 pour obtenir 
le pourcentage d'identite entre ces deux sequences. 

15 Par sequences nucleiques presentant un pourcentage 

d'identite d'au moins 80 %, de preference d f au moins 85 %, 90 %, 95 
%, 98 % et 99 % apres alignement optimal avec une sequence de 
reference, on entend designer les sequences nucleiques presentant, 
par rapport a la sequence nucleique de reference, certaines 

20 modifications comme en particulier une deletion, une troncation, un 
allongement, une fusion chimerique, et/ou une substitution, 
notamment ponctuelle, et dont la sequence nucleique presente au 
moins 80 %, de preference au moins 85 %, 90 %, 95 %, 98 % et 99 
% d'identite apres alignement optimal avec la sequence nucleique de 

25 reference. U s'agit de preference de sequences dont les sequences 
complementaires sont susceptibles de sliybrider specifiquement 
avec les sequences SEQ ID N° 1 de l'invention. De preference, les 
conditions dTiybridation specifiques ou de forte stringence seront 
telles qu'elles assxarent au moins 80 %, de preference d ! au moins 85 

30 %, 90 %, 95 %, 98 % et 99 % d'identite apres alignement optimal 
entre I'une des deux sequences et la sequence complementaire de 
l'autre. 
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Une hybridation dans des conditions de forte stringence 
signifie que les conditions de temperature et de force ionique sont 
choisies de telle maniere qu'elles permettent le maintien de 
lliybridation entre deux fragments d'ADN complementaires. A titre 
5 illustratif, des conditions de forte stringence de l'etape dTxybridation 
aux fins de definir les fragments polynucleotidiques decrits ci- 
dessus, sont avantageusement les suivantes. 

LTiybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est realisee en deux 
etapes : (1) prehybridation a 42°C pendant 3 heures en tampon 

10 phosphate (20 mM, pH 7,5) contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond 
a une solution 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate de sodium), 50 % de 
formamide, 7 % de sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 x Denhardt's, 5 
% de dextran sulfate et 1 % dADN de sperme de saumon ; (2) 
hybridation proprement dite pendant 20 heures a une temperature 

15 dependant de la taille de la sonde (i.e. : 42°C, pour une sonde de 
taille > 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 minutes a 20°C en 
2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C en 0,1 x SSC + 
0,1 % SDS. Le dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS 
pendant 30 minutes a 60°C pour une sonde de taille > 100 

20 nucleotides. Les conditions dTiybridation de forte stringence decrites 
ci-dessus pour un polynucleotide de taille definie, peuvent etre 
adaptees par lliomme du metier pour des oligonucleotides de taille 
plus grande ou plus petite, selon l'enseignement de Sambrook et al, 
1989. 

25 Parmi les sequences nucleiques presentant un pourcentage 

d'identite d'au moins 80 %, de preference d'au moins 85 %, 90 %, 95 
%, 98 % et 99 % apres alignement optimal avec la sequence selon 
l'invention, on pr6fere egalement les sequences nucleiques variantes 
de SEQ ID N° 1, ou de leurs fragments, c'est-a-dire l'ensemble des 

30 sequences nucleiques correspondant a des variants alleliques, c'est- 
a-dire des variations individuelles des sequences SEQ ID N° 1. Ces 
sequences mutees naturelles correspondent a des polymorphismes 
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presents chez les mammiferes, en particulier chez Tetre humain et, 
notamment, a des polymorphismes pouvant conduire a la survenue 
d'une pathologic 

On entend egalement designer par sequence nucleique 
5 variante tout ARN ou ADNc resultant d'une mutation et/ou variation 
d'un site d'epissage de la sequence nucleique genomique dont 
TADNc a pour sequence SEQ ID N° 1. 

Plus particulierement, Tinvention concerne un acide nucleique 
purifie ou isole selon la presente invention, caracterise en ce qu'il 

10 comprend ou est constitue de l*une des sequences SEQ ID N° 1, de 
leurs sequences complementaires ou des sequences de TARN 
correspondant a SEQ ID N° 1. Les amorces ou sondes, caracterisees 
en ce qu'elles comprennent une sequence d'un acide nucleique selon 
Tinvention, font egalement partie de Tinvention. Ainsi, la presente 

15 invention pour la detection, Identification, le dosage ou 
Tamplification de sequence d 'acide nucleique concerne egalement les 
amorces ou les sondes selon Tinvention qui peuvent permettre en 
particulier de mettre en evidence ou de discriminer les sequences., 
nucleiques variantes, ou d'identifier la sequence genomique des 

20 genes dont TADNc est represente par SEQ ID N° 1, en utilisant 
notamment une methode d'amplification telle que la methode PCR, 
ou une methode apparentee. Selon Tinvention, les polynucleotides 
pouvant etre utilises comme sonde ou comme amorce dans des 
procedes de detection, d'identification, de dosage ou d'amplification 

25 de sequence nucleique, presentent une taille minimale de 15 bases, 
de preference d'au moins 18, 20, 25, 30, 40, 50 bases. 

Les polynucleotides selon Tinvention peuvent ainsi etre utilises 
comme amorce et/ou sonde dans des procedes mettant en oeuvre 
notamment la technique de PCR (amplification en chaxne par 

30 polymerase) (Rolfs et al, 1991). Cette technique necessite le choix de 
paires d'amorces oligonucleotidiques encadrant le fragment qui doit 
etre amplifie. On peut, par exemple, se referer a la technique decrite 
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dans le brevet americain U.S. N° 4 683 202. Les fragments amplifies 
peuvent etre identifies, par exemple apres une electrophorese en gel 
d'agarose ou de polyacrylamide, ou apres une technique 
chromatographique comme la filtration sur gel ou la 
5 chromatographic echangeuse d'ions, puis sequences. La specificite 
de Tamplification peut etre controlee en utilisant comme amorces les 
sequences nucleotidiques de polynucleotides de Tinvention et comme 
matrices, des plasmides contenant ces sequences ou encore les 
produits d'amplification derives. Les fragments nucleotidiques 

10 amplifies peuvent etre utilises comme reactifs dans des reactions 
d'hybridation afin de mettre en evidence la presence, dans un 
echantillon biologique, d'un acide nucleique cible de sequence 
complementaire a celle desdits fragments nucleotidiques amplifies. 
L'invention vise egalement les acides nucleiques susceptibles d'etre 

15 obtenus par amplification a Taide d'amorces selon ^invention. 

D'autres techniques d'amplification de Tacide nucleique cible 
peuvent etre avantageusement employees comme alternative a la 
PCR (PCR-like) a Taide de couple d'amorces de sequences 
nucleotidiques selon Pinvention. Par PCR-like on entend designer 

20 toutes les methodes mettant en oeuvre des reproductions directes ou 
indirectes des sequences d'acides nucleiques, ou bien dans 
lesquelles les systemes de marquage ont ete amplifies, ces 
techniques sont bien entendu connues. En general il s'agit de 
Tamplification de TADN par une polymerase ; lorsque Techantillon 

25 dbrigine est un ARN il convient prealablement d'effectuer une 
transcription reverse. II existe actuellement de tres nombreux 
procedes permettant cette amplification, comme par exemple la 
technique SDA (Strand Displacement Amplification) ou technique 
d'amplification a deplacement de brin (Walker et al y 1992), la 

30 technique TAS (Transcription-based Amplification System) decrite 
par Kwoh et al (1989), la technique 3SR (Self-Sustained Sequence 
Replication) decrite par Guatelli et al. (1990), la technique NASBA 
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(Nucleic Acid Sequence Based Amplification) decrite par Kievitis et 
al. (1991), la technique TMA (Transcription Mediated Amplification), 
la technique LCR (Ligase Chain Reaction) decrite par Landegren et 
al (1988), la technique de RCR (Repair Chain Reaction) decrite par 
5 Segev (1992), la technique CPR (Cycling Probe Reaction) decrite par 
Duck et al (1990), la technique d'amplification a la Q-beta-replicase 
decrite par Miele et al (1983); Certaines de ces techniques ont 
depuis ete perfectionnees. 

Dans le cas ou le polynucleotide cible a detecter est un ARNm, 

10 on utilise avantageusement, prealablement a la mise en oeuvre 
d*une reaction d'amplification a Taide des amorces selon Tinvention 
ou a la mise en oeuvre d'un precede de detection a Taide des sondes 
de Tinvention, une enzyme de type transcriptase inverse afin 
d'obtenir un ADNc a partir de TARNm contenu dans Techantillon 

15 biologique. L'ADNc obtenu servira alors de cible pour les amorces ou 
les sondes mises en oeuvre dans le precede d'amplification ou de 
detection selon Tinvention. 

La technique dTaybridation de sondes peut etre realisee de 
manieres diverses (Matthews et al, 1988). La methode la plus 

20 generate consiste a immobiliser Tacide nucleique extrait des cellules 
de differents tissus ou de cellules en culture sur un support (tels 
que la nitrocellulose, le nylon, le polystyrene) pour realiser par 
exemple des puces a ADN, puis a incuber, dans des conditions bien 
definies, Tacide nucleique cible immobilise avec la sonde. Apres 

25 ITiybridation, Texces de sonde est elimine et les molecules hybrides 
formees sont detectees par la methode appropriee (mesure de la 
radioactivite, de la fluorescence ou de Pactivite enzymatique liee a la 
sonde). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre des sondes nucleiques 
30 selon Tinvention, ces dernieres peuvent etre utilisees comme sondes 
de capture. Dans ce cas, une sonde, dite « sonde de capture », est 
immobilisee sur un support et sert a capturer par hybridation 
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specifique Tacide nucleique cible obtenu a partir de Techantillon 
biologique a tester et Tacide nucleique cible est ensuite detecte grace 
a une seconde sonde, dite « sonde de detection », marquee par un 
element facilement detectable. 
5 Parmi les fragments decides nucleiques interessants, il 

convient par ailleurs de citer en particulier les oligonucleotides anti- 
sens, c'est-a-dire dont la structure assure, par hybridation avec la 
- sequence cible, une inhibition de Pexpression du produit 
correspondant. II faut egalement citer les oligonucleotides sens qui, 

10 par interaction avec des proteines impliquees dans la regulation de 
Texpression du produit correspondant, induiront soit une inhibition, 
soit une activation de cette expression. Les oligonucleotides selon 
Tinvention presente une taille minimale de 9 bases, de preference 
d'au moins 10, 12, 15, 17, 20, 25, 30, 40, 50 bases. 

15 Les sondes, amorces et oligonucleotides selon Tinvention 

peuvent etre marques directement ou indirectement par un compose 
radioactif ou non radioactif, par des methodes bien connues de 
llxomme du metier, afin d'obtenir un signal detectable et/ou 
quantifiable. Les sequences de polynucleotides selon Tinvention non 

20 marquees peuvent etre utilisees directement comme sonde ou 
amorce. 

Les sequences sont generalement marquees pour obtenir des 
sequences utilisables pour de nombreuses applications. Le 
marquage des amorces ou des sondes selon Tinvention est realise 

25 par des elements radioactifs ou par des molecules non radioactives. 
Parmi les isotopes radioactifs utilises, on peut citer le 32 P, le 33 P, le 
35 S, le 3 H ou le 125 I. Les entites non radioactives sont selectionnees 
parmi les ligands tels la biotine, l'avidine, la streptavidine, la 
dioxygenine, les haptenes, les colorants, les agents luminescents tels 

30 que les agents radioluminescents, chemoluminescents, 
bioluminescents, fluorescents, phosphorescents. 
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La presente invention concerne egalement les vecteurs de 
clonage et/ou d'expression comprenant un acide nucleique ou 
codant pour un polypeptide selon 1'invention. Un tel vecteur peut 
egalement contenir les elements necessaires a l'expression et 
5 eventuellement a la secretion du polypeptide dans une cellule hote. 
Une telle cellule hote est egalement un objet de Tinvention. 

Selon un autre aspect, 1'invention concerne un vecteur 
d'expression antisens. Un tel vecteur d'expression contient une 
sequence de polynucleotide selon 1'invention, inseree en orientation 

10 inverse dans le vecteur d'expression. Ainsi, l'homme du metier 
reconnait aisement qu'un ARNm correspondant a l'ADN dans le 
vecteur antisens hybride avec un ARNm correspondant a de l'ADN 
dans le vecteur sens. Un vecteur d'expression antisens est un 
vecteur qui exprime un ARN antisens d'interet dans une cellule hote 

15 appropriee, soit de maniere constitutive soit apres induction. Le 
terme antisens se refere a toute composition contenant une 
sequence d'acide nucleique specifique. Les molecules antisens 
peuvent etre produites par des methodes telles que la synthese ou la 
transcription. Lorsque de telles molecules sont introduites dans la 

20 cellule, les nucleotides complementaires se combinent avec les 
sequences naturelles produites par la cellule pour former des 
duplexes et ainsi bloquer soit la transcription ou la traduction du 
polypeptide selon 1'invention. II entre egalement dans l'etendue de 
1'invention, de realiser des molecules antisens susceptibles de 

25 s'apparier avec la molecule d'ARN qui est le substrat de l'helicase a 
ARN RH116, afin d'en bloquer l'activite biologique. 

Les nouveaux composes identifies susceptibles de diminuer ou 
d'abolir le taux d'expression et/ou Tactivite helicase a ARN du 
polypeptide selon Tinvention constituent des antagonistes du 

30 polypeptide selon Tinvention. Le terme "antagoniste" se refere a une 
molecule qui, lorsqu'elle se lie au polypeptide selon 1'invention, 
. diminue la quantite ou la duree des effets de l'activite biologique ou 
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immunologique du polypeptide RH116. Les antagonistes incluent les 
proteines, les acides nucleiques, les carbohydrates, et toutes les 
molecules susceptibles de diminuer les effets de RH1 16. 

Lesdits vecteurs comportent de preference un promoteur, des 
5 signaux d'initiation et de terrainaison de la traduction, ainsi que des 
regions appropriees de regulation de la transcription. lis doivent 
pouvoir etre maintenus de fagon stable dans la cellule et peuvent 
eventuellement posseder des signaux particuliers specifiant la 
secretion de la proteine traduite, Selon un mode particulier de 

10 realisation de Tinvention, le promoteur peut etre le promoteur 
naturellement present en amont du gene codant pour le polypeptide 
RH116 humain de rinvention* 

Les differents signaux de controle sont choisis en fonction de 
Thote cellulaire utilise. A cet effet, les sequences d'acide nucleique 

15 selon Tinvention peuvent etre inserees dans des vecteurs a 
replication autonome au sein de ltiote choisi, ou des vecteurs 
integratifs de lliote choisi. 

Parmi les systemes a replication autonome, on utilise de 
preference en fonction de la cellule hote, des systemes de type 

20 « plasmide », « cosmide » ou « mini-chromosome » ou des systemes de 
type viral, les vecteurs viraux pouvant notamment etre des 
adenovirus (Perricaudet et al, 1992), des retrovirus, des lentivirus, 
des poxvirus ou des virus herpetiques (Epstein et al, 1992). 
LTiomme du metier connait les technologies utilisables pour chacun 

25 de ces systemes. 

Lorsque Ton souhaite Tintegration de la sequence dans les 
chromosomes de la cellule hote, on peut utiliser par exemple des 
systemes de type plasmidique ou viral ; de tels virus sont, par 
exemple, les retrovirus (Ternin, 1986), ou les AAV (Carter, 1993). 

30 Parmi les vecteurs non viraux, on prefere les polynucleotides 

nus tels que l'ADN nu ou TARN nu selon la technique developpee par 
la societe VICAL, les chromosomes artificiels de bacterie (BAG, 
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bacterial artificial chromosome), les chromosomes artificiels de 
levure (YAC, yeast artificial chromosome) pour l'expression dans la 
levure, les chromosomes artificiels de souris (MAC, mouse artificial 
chromosome) pour l'expression dans les cellules murines et de 
5 maniere preferee les chromosomes artificiels dTiomme (HAC, human 
artificial chromosome) pour l'expression dans les cellules humaines. 

De tels vecteurs sont' prepares selon les methodes 
couramment utilisees par lTiomme du metier, et les clones en 
resultant peuvent etre introduits dans un hote approprie par des 

10 methodes standard, telles que par exemple la lipofection, 
l'electroporation, le choc thermique, la transformation apres 
permeabilisation chimique de la membrane, la fusion cellulaire. 

L'invention comprend en outre les cellules hotes, notamment 
les cellules eucaryotes et procaiyotes, transformees par les vecteurs 

15 selon l'invention. Parmi les cellules utilisables aux sens de la 
presente invention, on peut citer les cellules bacteriennes (Olins et 
Lee, 1993), mais aussi les cellules de levure (Buckholz, 1993), de 
meme que les cellules animales, en particulier les cultures de 
cellules de mammiferes (Edwards et Aruffo, 1993), et notamment les 

20 cellules d'ovaire de hamster chinois (CHO) et les cellules humaines. 
On peut citer egalement les cellules d'insectes dans lesquelles on 
peut utiliser des procedes mettant par exemple en oeuvre des 
baculovirus (Luckow, 1993). Un hote cellulaire prefere pour 
l'expression des proteines de l'invention est constitue par les cellules 

25 COS et les cellules Hela. 

L'invention comprend egalement les animaux transgeniques, 
de preference les mammiferes, excepte THomme, comprenant une 
desdites cellules transformees selon Tinvention. Ces animaux 
peuvent etre utilises en temps que modeles, pour Tetude de 

30 Tetiologie de pathologie liee a une alteration de ltiomologue animal 
de la proteine RH116 naturelle humaine ou pour Tetude des effets 
d'une infection virale provoquee par un virus a ARN, tel le VIH, sur 
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Texpression de la proteine RH116 en presence ou non d'un 
traitement anti-viral, tel qu'un antagoniste du RH116, comme par 
exemple le murabutide. 

Parmi les mammiferes selon Finvention, on prefere des 

5 animaux tels que les rongeurs, en particulier les souris, les rats ou 
les lapins, exprimant un polypeptide selon l'invention. 

Les animaux transgeniques selon Tinvention peuvent 
surexprimer le gene codant pour la proteine selon Tinvention, ou 
leur gene homologue, ou exprimer ledit gene dans lequel est 

10 introduce une mutation. Ces animaux transgeniques, en particulier 
des souris, sont obtenus par exemple par transfection de copie de ce 
gene sous controle d*un promoteur fort de nature ubiquitaire, ou 
selectif d'un type de tissu, ou apres transcription virale. 

Alternativement, les animaux transgeniques selon Tinvention 

15 peuvent etre rendus deficients pour le gene codant pour le 
polypeptide de sequence SEQ ID N° 2, ou leurs genes homologues, 
par inactivation ciblee par recombinaison homologue en utilisant ou 
non le systeme LOX-P/CRE recombinase (Rohlmann et aZ., 1996) ou 
par tout autre systeme deactivation de Texpression de ce gene. Ces 

20 animaux transgeniques sont obtenus par exemple par 
recombinaison homologue sur cellules souches embryonnaires, 
transfert de ces cellules souches a des embryons, selection des 
chimeres affectees au niveau des lignees reproductrices, et 
croissance desdites chimeres. 

25 Les cellules ou mammiferes transformes tels que decrits 

precedemment peuvent aussi etre utilises a titre de modeles afin 
d'etudier les interactions entre les polypeptides selon Tinvention, et 
les composes chimiques ou proteiques, impliques directement ou 
indirectement dans les activites des polypeptides selon Tinvention, 

30 ceci afin d'etudier les differents mecanismes et interactions mis en 
jeu. lis peuvent en particulier etre utilises pour la selection de 
produits interagissant avec les polypeptides selon Tinvention, 
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notamment la proteine de sequence SEQ ID N°2 ou leurs variants 
selon ^invention, a titre de cofacteur, ou d'inhibiteur, notamment 
competitif, ou encore ayant une activite agoniste ou antagoniste de 
Tactivite des polypeptides selon I'invention. De preference, on utilise 
5 lesdites cellules transformees ou animaux transgeniques a titre de 
modele notamment pour la selection de composes permettant de 
diminuer le taux d'expression * ou l'activite helicase a ARN du 
polypeptide RH116 de l'invention. 

En plus de leur utilite a titre de modele d'analyse, les cellules 

10 et mammiferes selon Tinvention sont utilisables dans vine methode 
de production d\m polypeptide selon Pinvention, comme decrit ci- 
dessous. La methode de production d'un polypeptide de l'invention 
sous forme recombinante, elle-meme comprise dans la presente 
invention, se caracterise en ce que Ton cultive les cellules 

15 transformees, notamment les cellules de la presente invention, dans 
des conditions permettant l'expression et eventuellement la secretion 
d'un polypeptide recombinant code par une sequence d'acide 
nucleique selon Tinvention, et que Ton recupere ledit polypeptide 
recombinant. Les polypeptides recombinants susceptibles d'etre 

20 obtenus par cette methode de production font egalement partie de 
Tinvention. lis peuvent se presenter sous forme glycosylee ou non 
glycosylee et peuvent presenter ou non la structure tertiaire de la 
proteine naturelle. Les sequences des polypeptides recombinants 
peuvent etre egalement modifiees afin d'ameliorer leur solubilite, en 

25 particulier dans les solvants aqueux. De telles modifications sont 
connues de lTiomme du metier comme par exemple la deletion de 
domaines hydrophobes ou la substitution decides amines 
hydrophobes par des acides amines hydrophiles. 

Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des sequences 

30 d'acide nucleique definies ci-dessus, selon les techniques de 
production de polypeptides recombinants connues de lTiomme du 
metier. Dans ce cas, la sequence d'acide nucleique utilisee est placee 
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sous le controle de signaux permettant son expression dans un hote 
cellulaire. 

Un systeme efficace de production d*un polypeptide 
recombinant necessite de disposer d*un vecteur et d'une cellule hote 
5 selon Tinvention. Ces cellules peuvent etre obtenues par 
Tintroduction dans des cellules hotes d'une sequence nucleotidique 
inseree dans un vecteur tel que defini ci-dessus, puis la mise en 
culture desdites cellules dans des conditions permettant la 
replication et/ou Texpression de la sequence nucleotidique 

10 transfectee, 

Les precedes utilises pour la purification d*un polypeptide 
recombinant sont connus de lliomme du metier. Le polypeptide 
recombinant peut etre purifie a partir de lysats et extraits 
cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par des methodes 

15 utilisees individuellement ou en combinaison, tels que le 
fractionnement, les methodes de chromatographic, les techniques 
d'immunoaffinite a Taide d'anticorps monoclonaux ou polyclondux 
specifiques, etc... . Une variante preferee consiste a produire un 
polypeptide recombinant fusionne a une proteine « porteuse » 

20 (proteine chimere). L'avantage de ce systeme est qu'il permet une 
stabilisation et une diminution de la proteolyse du produit 
recombinant, une augmentation de la solubilite au colors de la 
renaturation in vitro et/ou une simplification de la purification 
lorsque le partenaire de fusion possede une affinite pour un ligand 

25 specifique. 

Les polypeptides selon la presente invention peuvent aussi 
etre obtenus par synthese chimique en utilisant l*une des 
nombreuses syntheses peptidiques connues, par exemple les 
techniques mettant en ceuvre des phases solides (voir notamment 
30 Stewart et al 9 1984) ou des techniques utilisant des phases solides 
partielles, par condensation de fragments ou par une synthese en 
solution classique. Les polypeptides obtenus par synthese chimique 
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et pouvant comporter des acides amines non naturels 
correspondants sont egalement compris dans Tinvention. 

L'invention concerne egalement un anticorps monoclonal ou 
polyclonal et ses fragments, caracterises en ce qu'ils lient 
5 selectivement et/ou specifiquement un polypeptide selon Tinvention, 
Les anticorps chimeriques, les anticorps humanises et les anticorps 
simple chaine font egalement partie de Tinvention. Les fragments 
d'anticorps selon Tinvention sont de preference des fragments Fab, 
F(sb)2 ou FV. 

10 Les polypeptides selon Tinvention permettent de preparer des 

anticorps monoclonaux ou polyclonaux. Les anticorps monoclonaux 
pourront avantageusement etre prepares a partir dliybridomes selon 
la technique decrite par Kohler et Milstein en 1975. 

Les anticorps polyclonaux pourront etre prepares, par exemple 

15 par immunisation d*un animal, en particulier une souris, avec un 
polypeptide selon l'invention associe a un adjuvant de la reponse 
immunitaire, puis purification des anticorps specifiques contenus 
dans le serum des animaux immunises sur une colonne d'affinite 
sur laquelle a prealablement ete fixe le polypeptide ayant send 

20 d'antigene. Les anticorps polyclonaux selon Tinvention peuvent 
aussi etre prepares par purification sur une colonne d'affinite, sur 
laquelle a prealablement ete immobilise un polypeptide selon 
Tinvention. 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, 
25 Tanticorps est capable d'inhiber Tinteraction entre le polypeptide 
RH116 et la sequence d'ARN sur laquelle celle-ci se lie afin d'alterer 
la fonction physiologique dudit polypeptide RH116. 

L'invention concerne egalement des methodes pour la detection 
et/ou la purification d*un polypeptide selon Tinvention, caracterisees 
30 en ce qu'elles mettent en oeuvre un anticorps selon Tinvention. 
L'invention comprend en outre des polypeptides purifies, 
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caracterises en ce qu'ils sont obtenus par une methode selon 
Tinvention. 

Par ailleurs, outre leur utilisation pour la purification des 
polypeptides, les anticorps de Tinvention, en paiticulier les anticorps 
5 monoclonaux, peuvent egalement etre utilises pour la detection de 
ces polypeptides dans un echantillon biologique. 

Pour ces differentes utilisations, les anticorps de Tinvention 
pourront egalement etre marques de la meme maniere que decrit 
precedemment pour les sondes nucleiques de Tinvention et de 

1 0 maniere preferee avec un marquage de type en2ymatique, 
fluorescent ou radioactif. 

Les anticorps de Tinvention constituent egalement un moyen 
d'analyse de Texpression de polypeptide selon Tinvention, par 
exemple par immunofluorescence, marquage a Tor, 

15 immunoconjugues enzymatiques. Plus generalement, les anticorps 
de Tinvention peuvent etre avantageusement mis en oeuvre dans 
toute situation ou Texpression d*un polypeptide selon Tinvention doit 
etre observee, et plus particulierement en immunocytochimie, en 
immunohistochimie ou dans des experiences de « western blotting ». 

20 lis peuvent permettre notamment de mettre en evidence une 

expression anormale de ces polypeptides dans les tissus ou 
prelevements biologiques. 

Plus generalement, les anticorps de Tinvention peuvent etre 
avantageusement mis en oeuvre dans toute situation ou Texpression 

25 d'un polypeptide selon Tinvention, normal ou mute, doit etre 
observee. Ainsi, un precede de detection d'un polypeptide selon 
Tinvention dans un echantillon biologique, comprenant les etapes de 
mise en contact de Techantillon biologique avec un anticorps selon 
Tinvention et de mise en evidence du complexe antigene-anticorps 

30 forme est egalement un objet de Tinvention. 

Entre egalement dans le cadre de Tinvention, une trousse de 
reactif pour la detection et/ou le dosage d'un polypeptide selon 
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Tinvention dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : (i) un anticorps monoclonal ou 
polyclonal tel que decrit precedemment ; (ii) le cas echeant, les 
reactifs pour la constitution du milieu propice a la reaction 
5 immunologique ; (iii) les reactifs permettant la detection des 
complexes antigene-anticorps produits par la reaction 
immunologique. Cette trousse est notamment utile a la realisation 
d'experiences de Western Blotting ; celles-ci permettent d'etudier la 
regulation de Texpression du polypeptide selon Tinvention a partir de 

10 tissus ou de cellules. Cette trousse est egalement utile aux 
experiences d'immunoprecipitation pour mettre en evidence 
notamment les proteines interagissant avec le polypeptide selon 
Tinvention. Cette trousse est egalement utile pour realiser la 
detection et/ou le dosage d'un polypeptide selon Tinvention en 

15 utilisant une methode qui met en jeu la technique ELISA, 
Timmunofluorescence, la radio-immunologie (technique RIA) ou une 
technique equivalente. 

L'invention comprend egalement une methode de detection 
et/ou de dosage d'un polynucleotide -selon Tinvention, dans un 

20 echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : (i) d'isolement de l'ADN a partir de Techantillon 
biologique a analyser, ou obtention d*un ADNe a partir de TARN de 
Techantillon biologique ; (ii) d'amplification specifique de TADN 
codant pour le polypeptide selon Tinvention a Taide d'amorces ; (iii) 

25 d'analyse des produits d'amplification. C'est egalement un objet de 
Tinvention de fournir une trousse pour la detection et/ou le dosage 
d\in acide nucleique selon Tinvention, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comprend les elements suivants : 
(i) un couple d'amorces nucleiques selon Tinvention, (ii) les reactifs 

30 necessaires pour effectuer une reaction d'amplification d'ADN, et 
eventuellement (iii) un composant permettant de verifier la sequence 
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du fragment amplifie, plus particulierement une sonde selon 
Tinvention. 

L'invention comprend aussi une methode de detection 
et/ou de dosage d'acide nucleique selon Tinvention, dans un 
5 echantillon biologique, caracterise en ce qull comporte les etapes 
suivantes : (i) de mise en contact d\in polynucleotide selon 
Tinvention avec un echantillon biologique ; (ii) de detection et/ou de 
dosage de lliybride forme entre ledit polynucleotide et Tacide 
nucleique de l'echantillon biologique. C'est egalement un objet de 

10 Tinvention de fournir une trousse pour la detection et/ou le dosage 
d'acide nucleique selon Tinvention, dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu'il comprend les elements suivants : (i) une 
sonde selon Tinvention, (ii) les reactifs necessaires a la mise en 
oeuvre dHane reaction dTiybridation, et/ou le cas echeant, (iii) un 

15 couple d'amorces selon Tinvention, ainsi que les reactifs necessaires 
a une reaction d'amplification de TADN. 

De preference, Techantillon biologique selon Tinvention dans 
lequel sont realises la detection et le dosage est constitue par un 
fluide corporel, par exemple un serum humain ou animal, du sang, 

20 ou par des biopsies. 

Font egalement partie de Tinvention, les methodes de 
determination d*une variabilite allelique, d*une mutation, d'une 
deletion, d*une perte dTieterozygotie ou de toute anomalie genetique 
du gene codant le polypeptide selon Tinvention, caracterisees en ce 

25 qu'elles mettent en oeuvre une sequence d'acide nucleique, un 
polypeptide ou un anticorps selon Tinvention. 

On peut detecter ces mutations directement par analyse de 
Tacide nucleique et des sequences selon Tinvention (ARN, ou ADNc), 
mais egalement par Tintermediaire des polypeptides selon 

30 Tinvention. En particulier, Tutilisation d'un anticorps selon 
Tinvention qui reconnalt un epitope portant une mutation permet de 
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discriminer entre une proteine « saine » et une proteine « associee a 

une pathologie ». 

Cette methode de diagnostic et/ou d'e valuation pronostique 
peut etre utilisee de fagon preventive, ou afm de servir a 
5 l'etablissement et/ou la confirmation d*un etat clinique chez un 
patient. L'analyse peut etre effectuee par sequen?age de tout ou 
d*une partie du gene (i.e. les exons), ou par d'autres methodes 
connues de lliomme du metier. On peut en particulier utiliser des 
methodes basees sur la PCR, par exemple la PCR-SSCP qui permet 

10 de detecter des mutations ponctuelles. On peut egalement effectuer 
l'analyse par fixation d'une sonde selon l'invention sur une puce a 
ADN contenant au moins un polynucleotide selon l'invention et 
rhybridation sur ces microplaques. Une puce a ADN contenant une 
sequence selon l'invention est egalement un des objets de 

15 l'invention . 

De meme, une puce a proteines contenant une sequence 
d'acides amines selon Tinvention est aussi un objet de Tinvention. 
Une telle puce a proteines permet Tetude des interactions entre les 
polypeptides selon l'invention et d'autres proteines ou des composes 

20 chimiques, et peut ainsi etre utile pour le criblage de composes 
interagissant avec les polypeptides selon Tinvention. On peut 
egalement utiliser les puces a proteines selon l'invention pour 
detecter la presence d'anticorps diriges contre les polypetides selon 
l'invention dans le serum de patients. On peut aussi mettre en 

25 oeuvre une puce a proteines contenant un anticorps selon 
l'invention. 

Des substances peuvent egalement etre testees et identifiees 
pour leur aptitude a moduler les activites enzymatiques du 
polypeptide de l'invention. On entend designer par "une substance 
30 qui module une activite enzymatique", une substance qui change 
l'activite enzymatique par rapport a Tactivite en2ymatique mesuree 
en absence de la substance a tester. Par exemple une telle 
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substance peut inhiber partiellement ou totalement l'activite 
helicase a ARN ; une telle activite peut etre mesuree par des 
methodes connues par l'homme de l'art. Par exemple des 
oligonucleotides synthetiques peuvent etre immobilises sur une 
5 matrice et hybride avec un oligoribonucleotide complementaire 
marque. Les oligoribonucleotides hybrides sont ensuite mis en 
oeuvre avec un polypeptide de l'invention, qui relargue une certaine 
quantite mesurable de l'oligoribonucleotide marque, non attache a la 
matrice, compte tenu de son activite helicase a ARN. Les effets de la 

10 presence ou de Tabsence de modulateurs potentiels de 1'helicase a 
ARN RH116 de l'invention ou Tun de ses fragments peuvent ainsi 
etre testes. Une autre alternative consiste a utiliser le protocole 
decrit par Jaramillo et al (1991) ; cette methode consiste a melanger 
un substrat ARN duplexe marque au 32 P, avec le polypeptide de 

15 Tinvention dans une solution tamponnee ; la reaction est arretee par 
addition d'un melange de glycerol/SDS/EDTA/bleu de bromophenol 
; le melange est ensuite prepare sur un gel SDS-PAGE (8%) selon les 
conditions standards. L'activite helicase a ARN est estimee par le 
rapport entre la quantite d'ARN monomere sur la quantite d'ARN 

20 duplexe. D'autres protocoles sont egalement disponibles (Rozen et 
al.(1990) ; Pause et al. (1992) ; Lain et al. (1993), Lee et Hurwitz 
(1993)). Ces essais peuvent etre realises dans des microplaques afin 
de tester simultanement de larges quantites de modulateurs, 
d'inhibiteurs du polypeptide selon l'invention. 

25 De telles substances peuvent etre au prealable developpees et 

selectionnees par modelage moleculaire afin d'identifier des 
substances susceptibles de reagir avec un polypeptide de l'invention. 
II est possible ^identifier une substance qui affecte Taptitude de la 
proteine de l'invention a lier avec 1'ATP ou d'autres substrats, tels 

30 que l'ARN, l'ADN ou les complexes ARN/proteines. Les substrats qui 
interferent avec un site de liaison au substrat de la proteine de 
Tinvention ou avec un site qui affecte de tels epitopes fonctionnels 
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peuvent etre identifies par des methodes connues de Thomme de 
l'art (pour revue, voir Fruehleis et aL(1987) ; Perun et al. (1989) ; 
Van de Waterbeemd (1994), BlundeU (1996). 

L'invention concerne done une procede de criblage d*un 

5 compose susceptible d'affecter le taux d'expression cellulaire et/ou 
Tactivite helicase a ARN d'un polypeptide RH116 selon Tinvention et 
qui comporte les etapes suivantes de (i) mise en contact d*une cellule 
choisie parmi la cellule hote de Tinvention et une cellule eucaiyote, 
de preference humaine, exprimant ou contenant le polypeptide selon 

10 Tinvention, et d'un ou plusieurs composes ou ligands potentiels 
susceptibles de penetrer ou d'etre introduits dans ladite cellule, et 
de (ii) detection et/ou mesure du taux depression cellulaire et/ou 
de Tactivite helicase a ARN. Le gene codant pour le polypeptide selon 
Tinvention qui est present dans la cellule hote ou dans une cellule 

15 eucaryote, de preference humaine, correspond au moins a une 
sequence polynucleotidique codant pour le polypeptide de Tinvention 
de preference sous la forme d'ADN genomique ou d'ADNc, lie de 
maniere operationnelle a la sequence promo trice du gene du RH116 
humaine ou du gene homologue d'une espece animale telle la souris. 

20 Les composes cribles par un tel procede et susceptibles d'affecter le 
taux d'expression de lTielicase a ARN RH116 sont de preference des 
composes susceptibles d'interagir avec les sequences 
polynucleotidiques regulatrices (promoteur, sequence amont, 
« enhancer », « silencer », « insulator », etc.) du gene codant 

25 naturellement pour le polypeptide selon Tinvention ou les composes 
susceptibles d'interagir avec des facteurs de transcription (facteurs 
de transcription generaux ou facteurs tissu-specifiques) impliques 
dans la regulation de la transcription du gene codant pour le 
polypeptide selon Tinvention, pour former un complexe susceptible 

30 d'affecter la transcription du gene codant le polypeptide RH116 de 
Tinvention, e'est-a-dire d'augmenter, de diminuer, de moduler ou 
d'annuler la transcription dudit gene. Les techniques de detection 
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et/ou de mesure de l'activite transcriptionnelle sont connues de 
ltiomme du metier. II convient notamment de citer les technologies 
de Northern Blotting et de RT-PCR qui peuvent etre mises en oeuvre 
avec les polynucleotides de Pinvention utilises comme 
5 respectivement comme sonde ou comme amorce. 

L'invention concerne egalement un procede de criblage d*un 
compose susceptible d'affecter l'activite helicase a ARN d*un 
polypeptide selon l'invention et qui comporte les etapes suivantes de 
(i) mise en contact dudit polypeptide et d*un ou plusieurs compose(s) 

10 ou ligands potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a la mise 
en oeuvre de l'activite helicase a ARN, et de (ii) detection et/ou 
mesure de l'activite helicase a ARN. 

Selon un mode prefere de realisation, les procedes de criblage 
de composes precedemment decrits se caracterisent en ce que ledit 

15 compose crible diminue ou annihile le taux d'expression et/ou 
l'activite helicase a ARN du polypeptide RH116 de l'invention. Le 
compose susceptible d'etre obtenu par les procedes precedemment 
decrits et qui diminue le taux d'expression et/ou l'activite helicase a 
ARN du polypeptide RH116 de l'invention est un antagoniste de la 

20 RH116 et constitue egalement un des objets de l'invention; ce 
compose se caracterise en ce qu'il est choisi parmi un polynucleotide 
selon Tinvention utilise en tant que sequence d'acide nucleique 
antisens, un vecteur d'expression antisens selon l'invention, un 
anticorps selon l'invention, les muramylpep tides, de preference le 

25 Murabutide, ou parmi tout autre antagoniste du polypeptide selon 
Tinvention. 

En effet, le blocage partiel ou total de l'activite biologique du 
polypeptide RH116 de l'invention et de ses fragments constitue un 
moyen d'inhiber ou d'anihiler la replication virale. En effet, TARN 
30 genomique non episse et l'ARNm incompletement episse des 
retrovirus tels le VTH necessitent d'etre exportes dans le cytoplasme 
pour Tempaquetage et/ou la traduction. Un .tel processus est medie 
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soit par un element de transport agissant en CIS pour les retrovirus 
simples (CIS-acting constitutive transport element ou CTE), soit par 
la proteine virale Rev agissant en TRANS avec des elements de 
reponse (Rev Responsive element pour RRE) pour les retrovirus 
5 complexes tels le VIH. L'helicase a ARN RH116 selon Tinvention est 
susceptible de constituer un cofacteur pour le CTE et jouer 
egalement un role dans l'expression de gene medie par le RRE et 
ainsi de jouer un role dans la replication du VIH. 

La presente invention se propose done de fournir des 

10 composes susceptibles de bloquer partiellement ou totalement 
l'activite helicase a ARN du polypeptide de l'invention pour diminuer 
ou annihiler la replication de virus. Parmi ceux-ci il convient de citer 
un polynucleotide selon Tinvention utilise en tant que sequence 
d'acide nucleique antisens, un vecteur d'expression antisens selon 

15 Tinvention, un anticorps selon Tinvention, les muramylpeptides, de 
preference le Murabutide, ou tout autre antagoniste du polypeptide 
selon Tinvention. De preference, les muramylpeptides et le 
Murabutide constituent des antagonistes de la RH116 dans les 
cellules de patients VIH+. 

20 La presente invention ne se limite pas au seul virus VIH mais 

a l'ensemble des virus faisant intervenir directement ou 
indirectement une helicase a ARN dans sa replication. Par virus, on 
entend designer les virus a ADN ou a ARN, monocatenaires ou 
bicatenaires, enveloppes ou non-enyeloppes. De preference, les virus 

25 appartiennent a la famille des retroviridae, des orthomyxoviridae, 
des rhabdoviridae, des bunyaviridae, des adenoviridae, des 
hepadnaviridae, des herpesviridae, des poxviridae. De preference, les 
hepadnavirus sont les virus de lliepatite B et de ITiepatite C. 

L'activite biologique du polypeptide de Tinvention n'est pas 

30 restreinte au seul controle post-transcriptionnelle des ARN viraux, 
mais participe egalement au controle transcriptionnel des ARN en 
general. Ainsi, le polypeptide de Tinvention constitue-t-il une cible 
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therapeutique d'interet pour des composes susceptibles d'alterer 
Tactivite helicase a ARN intervenant dans d'autres processus 
biologiques normaux ou pathologiques. 

LTielicase a ARN constitue une cible de choix pour des 
5 composes destines au traitement du cancer. En effet, differents 
articles de la litterature scientifique traitent de l'implication des 
helicases a ARN dans la tumorigenese. Ainsi une surexpression de la 
proteine DEAD-boxl (DDX1) est susceptible de jouer un role dans la 
progression des tumeurs telles que le neuroblastome (Nb) et le 

10 retinoblastome (Godbout et al 1998) en alterant la structure 
secondaire normale et le taux d'expression des ARN des cellules 
cancereuses. D'autres helicases a ARN ont ete impliquees 
directement ou indirectement dans la tumorigenese. Ainsi la 
proteine murine p68 est mutee dans les tumeurs induites par la 

15 lumiere ultra-violette ; le gene de Thelicase a ARN DDX6 est situe aii 
niveau du point de cassure chromosomique associe avec le 
lymphome des cellules B. De la meme maniere, une proteine 
chimerique comprenant DDX10 et la nucleoporine NUP98 semble 
etre impliquee dans la pathogenese de certaines maladies myeloides. 

20 Les composes susceptibles de diminuer ou d'annuler Tactivite 
helicase a ARN de RH116 constituent done des composes d'interet 
destines au traitement preventif ou curatif du cancer. Parmi les 
cancers susceptibles d'etre traites par les composes antagonistes de 
la RH116, il convient de citer de maniere non les cancers tels que 

25 Tadenocarcinome, la leucemie, le lymphome, le melanome, le 
myelome, le sarcome, le gliome, le teratocarcinome et plus 
particulierement les cancers de la glande adrenale, de la vessie, des 
os, de la moelle, du sein, du tractus gastro-intestinal, du foie, du 
poumon, du pancreas, de Tovaire, de Tuterus, des testicules, de la 

30 prostate et de la gorge. 
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De meme les composes susceptibles de diminuer ou d'annuler 
Tactivite helicase a ARN de RH116 constituent done des composes 
d'interet destines au traitement preventif ou curatif d'autres 
pathologies telles que le rhumatisme, les maladies hereditaires, 
5 1'arthrite, l'artherosclerose, l'osteoporose, les maladies infectieuses 
aigues et chroniques, les maladies auto-immunes, les diabetes, ainsi 
que les problemes lies a la rejet des organes lors de la 
transplantation. Plus particulierement, Pinvention concerne les 
maladies immunes et auto-immunes dont fait egalement partie le 

10 SIDA (Syndrome d'immunodeficience acquise). 

Les inhibiteurs, antagonistes et autres composes susceptibles 
de diminuer ou d'annuler 1'activite helicase a ARN de RH116 
constituent des composes d'interet pour le traitement preventif ou 
curatif de maladies auto-immunes. En effet, il a ete recemment 

15 rapporte par Takeda et al (1999) que llielicase a ARN A agit comme 
un auto-antigene chez les patients atteints de lupus systemique 
erythemateux. Ainsi, le polynucleotide selon Tinvention utilise en 
tant que sequence d'acide nucleique antisens, le vecteur 
depression antisens selon Tinvention, Tanticorps selon Tinvention, 

20 les miaramylpeptides, et de preference le Murabutide, ou tout autre 
antagoniste du polypeptide RH116 selon 1'invention, peuvent etre 
utilises pour le traitement des maladies auto--immunes. Parmi les 
maladies auto-immunes, il convient de citer plus particulierement, 
lhiveite, la maladie de Bechet, la sarcoidose, le syndrome de Sjogren, 

25 la polyarthrite rhumatolde, la polyarthrite juvenile, le syndrome de 
Fiessinger-Leroy-Reiter, la goutte, Tosteoarthrose, le lupus 
erythematexox systemique, le lupus eiythemateux aigu dissemine, la 
polymyosite, la myocardite, la cirrhose biliaire primitive, la maladie 
de Crohn, la colite ulcereuse, la sclerose en plaques et autres 

30 maladies dernyelinisantes, Tanemie aplasique, le purpxara 
thrombocytopenique, le myelome multiple et le lymphome a 
lymphocytes B, le panhypopituitarisme de Simmonds, la maladie de 
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Basedow-Graves et l'ophtalmopathie de Graves, la thyroidite 
subaigue et la maladie de Hashimoto, la maladie d'Addison, le 
diabete sucre insulino-dependant (type 1), la maladie d'Addison, le 
syndrome de detresse respiratoire de l'adulte, les allergies, l'anemie, 
5 Tasthme, l'anemie hemolytique auto-immune, la bronchite, la 
dermatite atopique, l'emphysemie, la lymphopenie episodique. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, le precede 
de criblage de compose de invention se caracterise en ce que ledit 
compose crible augmente le taux d'expression et/ou l'activite 

10 helicase a ARN du polypeptide RH116 de ^invention. Le compose 
ainsi crible, egalement objet de l'invention, constitue un agoniste du 
polypeptide selon l'invention. Parmi les composes agonistes 
susceptdbles d'etre obtenu par le procede de l'invention, il convient 
de citer les muramylpeptides, et de preference le Murabutide ; en 

1 5 effet, les inventeurs ont demontre experimentalement que ce dernier 
compose, le Murabutide, augmente le taux depression de RH116 
dans les cellules de donneurs sains, se comportant ainsi comme un 
agoniste du polypeptide de Tinvention. 

20 Selon un autre mode de realisation, l'invention porte sur un 

procede de criblage de composes susceptibles d'affecter Tactivite 
fonctionnelle d*un polypeptide selon Tinvention, Un tel procede 
comporte les etapes de (i) mise en contact dudit polypeptide et d*un 
ou plusieurs ligand(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires 

25 a la mise en oeuvre d*une reaction choisie parmi la reaction 
d'epissage de TARN nucleaire et/ou mitochondrial, de reaction 
d'edition de TARN, de reaction de maturation de l'ARNr, de reaction 
d'initiation de la traduction, de la reaction d'export des ARNm 
nucleaire vers le cytoplasme, et la reaction de degradation des ARNm 

30 et de (ii) detection et/ ou mesure de ladite reaction. Le compose crible 
susceptible d'etre obtenu par le procede entire egalement dans la 
portee de cette invention. 
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L'invention concerne done un compose caracterise en ce qu'il 
est choisi parmi un anticorps selon Tinvention, un polypeptide selon 
l'invention, un polynucleotide selon Tinvention, un oligonucleotide 
selon Tinvention, un vecteur selon l'invention, un vecteur 
5 d'expression antisens selon l'invention, une cellule selon Tinvention, 
un compose susceptible d'etre obtenu par les differents precedes de 
criblage selon Tinvention a titre' de medicament et notamment en 
tant que principes actifs de medicament ; ces composes seront 
preferentiellement sous forme soluble, associes a un vehicule 

10 pharmaceutiquement acceptable. Par vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, on entend designer tout type de vehicule employe 
habituellement dans la preparation de compositions injectables, 
e'est-a-dire un diluant, un agent de suspension tel une solution 
saline isotonique ou tamponnee. De preference, ces composes seront 

15 administres par voie systemique, en particulier par voie 
intraveineuse, par voie intramusculaire, intradermique ou par voie 
orale. Leurs modes d'administration, posologies et formes galeniques 
optimaux peuvent etre determines selon les criteres generalement 
pris en compte dans Tetablissement d*un traitement adapte a un 

20 patient comme par exemple Tage ou le poids corporel du patient, la 
gravite de son etat general, la tolerance au traitement et les effets 
secondaires constates, etc. 

De preference, les composes de Tinvention a titre de medicament 
sont destines a la prevention et/ou au traitement de pathologies 

25 selectionnees dans le groupe compose du cancer, des maladies 
infectieuses aigues ou chroniques telles les infections par le VTH ou 
le virus de ITiepatite B ou C, des maladies genetiques hereditaires, 
des maladies immunes et auto-immunes, du rhumatisme, de 
Tarthrite, de Tartherosclerose, de Tosteoporose, des diabetes et a la 

30 prevention des rejets de greffes d'organe. 

Parmi les composes a titre de medicament de Tinvention, les 
composes antagonistes du polypeptide RH116 sont particulierement 
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prefere pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
de pathologies virales tel que le syndrome d'immunodeficience 
acquise (SIDA) ou lliepatite. 

C'est egalement un des objets de la presente invention de 
5 fournir une composition pharmaceutique pour le traitement 
preventif et curatif de pathologies virales et notamment du SIDA ou 
de lTiepatite caracterisee en ce qu'elle contient une quantite 
therapeutiquement efficace d'un compose antagoniste d*un 
polypeptide RH116 et d'un vehicule pharmaceutiquement 

10 acceptable. Plus particulierement Tinvention vise egalemejtit a 
fournir un produit comprenant au moins un compose antagoniste 
de la RH116 et au moins un autre agent antiviral comme produit de 
combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans 
le temps en therapie anti-virale, de preference anti-VIH. Cet autre 

15 agent antiviral est de preference choisi parmi (i) les inhibiteurs 
nucleotidiques ou non-nucleotidiques de la reverse transcriptase tel 
que par exemple le S'-azido-S'deoxyfoymidine (AZT), le 2',3'- 
dideoxyinosine (ddl), le 2',3 , -dideoxycytidine (ddC), le (-)2',3'-dideoxy- 
3'-theacytidine (3TC), le 2^3'-didehydro-2^3 , dideo>Q^yInidine (d4T), 

20 le (-)2'-deoxy-5-fluoro-3'-theacytidine (FTC), le TIBO, le HEPT, le 
TSAO, Ta-APA, la nevirapine, le BAHP, l'acide phosphonoformique 
(PFA) et (ii) les inhibiteurs de la protease virale tels Tindinavir et le 
saquinavir. 

Selon un autre mode de realisation, il est egalement dans 
25 Tetendue de Tinvention de fournir une methode de traitement 
therapeutique ou prophylactique de maladie associee a une 
augmentation de Texpression ou de l'activite du polypeptide RH116 
selon Tinvention. Cette methode comprend d^dministrer a un 
patient qui necessite un tel traitement, une quantite 
30 therapeutiquement efficace d'un antagoniste du polypeptide de 
Tinvention. 



38 

L'invention porte egalement sur l'utilisation d'un polypeptide 
selon Tinvention, d'un polynucleotide selon Tinvention, d'un 
compose agoniste d'un polypeptide RH116 selon Tinvention pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement prophylactique 
5 de pathologies. En effet, les vaccins en general induisent une 
immunite a une infection ou a une maladie en generant une reponse 
immune chez un patient contre un antigene specifique associe avec 
l'infection ou avec la maladie. Cependant, dans beaucoup de cas, les 
antigenes purifies sont de faibles immunogenes. Dans de tels cas, 

10 des agents immunomodulateurs tels un adjuvant ou un 
immunostimulant doivent etre employes pour augmenter la reponse 
immune. Cependant, Tun des desavantages de nombreux adjuvants 
employes a Theure actuelle est leur toxicite. II existe done un reel 
besoin d* identifier de nouveaux composes qui permettent 

15 d'augmenter les. reponses immunes specifiques ; e'est ce que se 
propose de faire la presente invention. En effet, les polypeptides et 
les polynucleotides de Tinvention et les composes agonistes d'un. 
polypeptide RH116 selon Tinvention peuvent etre utilises pour la. 
preparation d'un medicament destine a provoquer ou a augmenter la 

20 reponse immune a un vaccin chez un patient, 

D'autres caracteristiques et avantages de Tinvention 
apparaissent dans la suite de la description avec les exemples 
representes ci-apres. Dans ces exemples on se referera aux figures 
25 suivantes. 

Figure 1 : Strategic utilisee pour Tobtention de Textremite 
3' de FADNc codant pour le RH116, 

30 Le court fragment superieur est le fragment initial de 164 pb 

obtenu par le DD-RT PCR et correspond a la region 3' de 
TADNc codant pour le polypeptide RH116 de Tinvention. Ce 
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fragment plus long de 1260 pb a ete obtenu apres un 3' 
RACE (trait inferieur). 

Figure 2 : Strategic dobtention de la region 5' de l'ADNc codant 
5 pour le RH 116. 

A. La partie de l'extremite 5' a ete obtenue apres deux 
reactions de PCR (5"RACE) pour Rapid Amplification of cDNA 
Ends, i.e. amplification rapide des extrernites des ADNc, les 
10 fragments obtenus sont symbolises en (....) (R3) et en ( ) 

(R8). Cette strategic a done permis aux inventeurs d'obtenir 
un cadre de lecture ouvert (ORF open reading frame) de 853 
acides amines. Les oligonucleotides HELI let HELI 2 qui 
serviront d'amorces pour les RT-PCR, sont indiques. 

15 B. La partie 5' terminale de l'ADNc correspondant au" 
polypeptide RH116 a ete obtenue apres une reaction de PCR 
a partir de l'amorce R16 (5'RACE). Le fragment obtenu de 
964pb est symbolise en pointille (- ) 

20 Figure 3 : Alignement de sequence du cadre de lecture ouvert de 
1025 aa (clone 10.5) (sequence superieure) avec une helicase a 
ARN humaine (RIG-1) decrite par SUN Y.W. (Numero d'acces AF 
038963) (sequence inferieure). 

25 Les homologies de sequences sont presentees dans la ligne 

intermediate aux deux sequences. Les sequences encadrees 
correspondent aux domaines conserves des helicases a ARN; les 
domaines G-GKT et DEXH correspondent aux domaines ATPase 
et les domaines SAT (-A-) et RGR-R (GR--R), specifiques des 

30 helicases a ARN, sont responsables de la liaison et du 

deroulement de l'ARN cible. 
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Figure 4 : Analyse par Northern Blotting de l'expression de 
l'ARNm duRH116 

5 Le blot (Clontech-Multiple Tissue Northern, MTN™) contenant 

de TARN poly A+ est hybride avec une sonde nucleotidique 
marquee en 32 P specifique de la sequence nucleotidique de 
1'ARNm le RH116 puis avec une sonde specifique de la p 
actine. 

10 

Differents ARNm polyA+ provenant de differents tissus 
humains ont ete utilises :(1) cerveau, (2) coeur, (3) muscle 
squelettique, (4) colon, (5) thymus, (6) rate, (7) rein, (8) foie, 
(9) petit intestin, (10) placenta, (11) poumon, (12) leucocytes 
15 du sang peripherique 

Figure 5 : Analyse par RT-PCR semi quantitative sur ARN total 
de PBMCs de patients VIH+ (PI, P2), de l'expression 
difierentielie de Thelicase a ARN RH116 avant (medium) et 
20 apres traitement au MB (murabutide) 

La RT-PCR est realisee a Taide d'amorces specifiques de la 
sequence de GAPDH (controle interne) et de la sequence du 
polypeptide RH1 16 a partir de 20, 100 et 500 ng d'ARN total. 
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EXEMPLES 

Exemole 1 : Strategic de clonage de la nouvelle sequence 
5 polvnucleotidique codant pour le RH116 

Les experiences de Differential-Display-RT-PCR (DD-RT-PCR) ont ete 
realisees a partir de PBMCs d'un patient VIH+. Les inventeurs ont 
selectionne plus de 130 fragments d'ADNc differentiellement 

10 exprimes apres traitement des PBMC de patient VIH+ au MB. Ces 
fragments ont ete sous-clones dans le vecteur Pcr2.1 (Invitrogen), 
puis sequences par sequengage automatique (ABI Prism 377, 
Perkin-Elmer). Les sequences ont ete analysees pour les recherches 
d'homologie en utilisant les banques de donnees et le serveur Basic 

15 Local Alignment Search Tool (Blast 2) du NCBI. 

A partir d'un fragment long de 164pb (SEQ ID N°3) obtenu par du 
DD-RT-PCR, les inventeurs ont synthetase deux amorces specifiques 
dont Fl: 5' TGA TGA GGG TGG TGA TGA TGA GTA TTG TG 3' (SEQ 
ID N°4) afin de realiser une premiere amplification par le 5' et 3' 

20 RACE. Les inventeurs ont ainsi pu obtenir un fragment de 1284pb 
grace a ^amplification a partir de Fl. Ce fragment a ete sequence en 
plusieurs etapes grace aux amorces internes specifiques F2 (5 1 -GCA 
GTG AGT TCA AAC CCA TGA CAC AGA ATG S 7 ) (SEQ ID N°5) et R2 
: (5'- CAG CAT TCT GAA TAG TCA AGA TTG GGA AAT G -3) (SEQ ID 

25 N°6) ; la sequence de ce fragment correspond a la sequence SEQ ID 
N°7. Celle-ci presente un cadre de lecture ouvert de 380 acides 
amines jusqu'a un codon Stop potentiel lequel est suivi apres 1 19pb 
par une queue poly A+ (figure N° 1). 

30 Afin d'obtenir la partie 5' de l'ADNc, les inventeurs ont synthetise 
une amorce R3 (SEQ ID N°8) qui correspond a la sequence 



42 

complementaire de Fl ; 1'amorce R3 a permis apres PCR d'obtenir 
une sequence de 194pb (symbolise en pointille .... dans la figure 2A). 

A partir de cette sequence les inventeurs ont synthetise une nouvelle 
5 amorce R8 (SEQ ID N°9): 5'-GTA GGG CCT CAT TGT ACT TCC TCA 
AAT-S*) afin de determiner la sequence en position 5' de l'ADNc : une 
reaction de PCR a permis d'obtenir un fragment d'environ 1200 pb 
(symbolise en tiret — dans la figure 2a) (SEQ ID N°10). Le 
sequen?age complet du fragment a ete realise en plusieurs etapes 
10 grace a des oligonucleotides internes R8-seq 1 (5 'CTC CAA CAC 
CAG GTG AAG CTG 3') (SEQ ID N°ll) et R8-seq 2 (5' CAG ATG AAG 
AGA ATG TGGCAG 3') (SEQ ID N°12). Le cadre de lecture reste 
ouvert et permet d'identifier un cadre de lecture de 853aa. 

15 A partir de ces deux sequences les inventeurs ont synthetise deux 
amorces HELI 1 (5'- GGA AGT ACA ATG AGG GCC TAC AAA-3') (SEQ 
ID N°13) et HELI 2 (5'-TCC TCA GTC CTA GTA TAT TGC TCC-3') 
(SEQ ID N°14), respectivement prises sur le fragment Fl et R3, afin 
de realiser des RT-PCR pour l'analyse de Texpression differentielle de 

20 l'ARNm correspondant (Voir exemple N°4) 

A partir de la sequence SEQ ID N°10, les inventeurs ont synthetise 
une nouvelle amorce R16 (5'-CTA AGC AGC TGA CAC TTC CTT CTG 
CCA AAC TTG TGT CTG -30 (SEQ ID N°15) afin de remonter en 5' de 
25 l'ADNc ; une reaction de PCR a permis d'obtenir un fragment de 
964pb (symbolise en pointille ( ), figure 2b). 

L'extremite 5* de 964 pb obtenue apres la reaction de PCR (5'RACE) 
contient un codon ATG potentiel qui est precede d'un codon STOP 
30 dont la presence sera confirme ulterieurement. Cette strategic a 
done permis aux inventeurs d'obtenir tin cadre de lecture ouvert 
(ORF open reading frame) de 1025 acides amines. 
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La sequence complete de l'ADNc correspondant a RHH6 est 
maintenant de 3372pb et correspond a la SEQ ID N°l et code pour 
une proteine de 1025 aa qui correspond a la SEQ ID N°2. 
Une strategic de PCR a l'aide de deux amorces F4: (5'-GGG CCC TGT 
5 GGA CAA CCT CGT CAT TGT-3') (SEQ ID N°16) et R14: (5'-CCA 
GAG TGG CTG TTT ACA TTG CCA AGG ATC ACT-3') (SEQ ID N°17) 
specifiques de ia sequence SEQ ID N°l a ete developpee afin de 
confimer la presence du codon d'initiation de la traduction ATG ainsi 
que la presence du codon STOP (TGA) en amont de celui-ci. Pour 

10 cela les inventeurs ont realise une PCR sur une matrice 5' RACE a 
Taide des deux amorces citees precedemment, et ont obtenu un 
fragment de taille expectee, qui a ete clone et sequence. La sequence 
de ce fragment a confirme la presence du codon TGA avant le codon 
ATG initiateur confirmant ainsi que les inventeurs possedent la 

15 copie complete de l'ADNc. 

Exemple 2 ; Etude de comparaison des sequences 

Les inventeurs ont compare la sequence en acides amines deduite de 
20 1025 aa avec les sequences presentes dans les banques de donnees. 

Les inventeurs ont identifie dans cette sequence des domaines 
conserves appartenant a la superfamille des helicases a ARN. Cette 
sequence de 1025 aa presente le plus fort % d'homologie avec une 
25 helicase a ARN decrite par Sun,Y.W (Genbank, numero d^ccession : 
AF038963). L'alignement des sequences est presente en figure 3. 

L'interrogation de differentes banques de donnees a permis aux 
inventeurs de retrouver la sequence nucleotidique dans deux clones 
30 genomiques differents. Une partie de la sequence est retrouvee dans 
le clone NH0576116 enregistre sous le numero d'accession 
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gb/AC007750, tandis que la seconde partie est retrouvee dans le 
clone genomique RP11-214A4 enregistre sous le n°AC108176. 

Exam ple 3 : Etude par Northern blotting de Texpression de 
5 l'ARNm correspondant dans difierents tissus. 

Une sequence nucleotidique (5'-. GCA TCT GCA ATG GCA AAC TTC 
TTG CAT GGC-3') (SEQ ID N°18) specifique de la sequence codante a 
ete synthetisee et marquee au 32 P (T4 Polynucleotide Kinase, 

10 Amersham) afin de servir de sonde pour realiser un Northern 
blotting. L'hybridation d'une membrane contenant 2pg d ! ARN poly 
A+ (Clontech) a revele le resultat presente a la figure 4. On note la 
faible representative de l'expression de l'ARNm correspondant 
dans les leucocytes du sang peripherique (PBMC) par rapport a 

15 d'autres tissus. La taille de l'ARNm est estimee a environ 3.5kb. 

Exemole 4 : Analyse de l'expression differentielle du "RH116" 
dans des PBMCs de patients VIH+ et de contrdles sains, 

20 4.1. Isolement et Traitement des PBMCs: 

Des PBMC de patients (P) infectes par le VIH ou de donneurs 
sains controles (C) sont isolees, depletees en lymphocytes CD8+ 
(Dynabeads, Dynal) et stimulees par la phytohemagglutinine PHA 
(5)ig/ml) pendant 3 jours. Puis, les cellules sont traitees ou non par 

25 le Murabutide (10Mg/ml) en presence d'interleukine 2 (IL2) (lQU/ml) 
dans un milieu RPMI supplemente par 10 % de serum de veau foetal 
(SVF) pendant 6 heures ou 24 heures a raison de 5.10 6 cellules 
minimum par condition. 

30 4.2. RT-PCR : 

Apres traitement, TARN des cellules est extrait (RNAplus, 
Quantum-bioprobe) puis traite a la DNase (Boerhinger) et 
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retrotranscrit (RT) a Taide d*un oligo(dT) en presence de la reverse 
transcriptase Mu-MLV {Superscript II, Gibco). 

La qualite des RT est verifiee par PCR (25 cycles) a l'aide 
d'amorces specifiques de la GAPDH (5'GCC ATC AAT GAC CCC TTC 
5 ATT GAC 30 (SEQ ID N°19) et (5' TGA CGA ACA TGG GGG CAT CAG 
CAG 3) (SEQ ID N°20) a partir de 20, 100 et 500ng d'ARN total. 
Puis, les inventeurs ont realise les RT-PCR (35cycles) a l'aide 
d'amorces specifiques Heli 1 et Heli 2 du nouveau polypeptide 
RH1 16 (5' GGA AGT ACA ATG AGG GCC TAC AAA 3") (SEQ ID N°13) 
10 et 5' TCC TCA GTC CTA GTA TAT TGC TCC 3' ) (SEQ ID N°14). Le 
nombre de cycles d'amplification a ete mis au point au prealable (35 
cycles). Les fragments amplifies sont visualises sur gel d'agarose 
(1%) en presence de bromure d'ethidium, puis quantifies grace au 
programme Imager master (Pharmacia). 

15 

4.3. Evaluation de Texpression differentielle : 

Pour chaque dilution, la valeur donnee pour le gene etudie est 
rapportee a celle de la GAPDH (Rapport=R). Pour chaque patient et 
chaque temps (6h ou 24h), le R des cellules traitees au Murabutide 

20 est rapporte a celui des cellules non traitees. Les resultats sont alors 
exprimes en % d 'augmentation ou d'inhibition de Texpression du 
gene par rapport au cellules non traitees. II est a noter que, pour 
chaque dilution testee, le R peut varier faiblement, la moyenne des R 
a ete effectuee en prenant soin d'etre toujours dans la phase lineaire 

25 d 'amplification . 

4.4. Resultats: 

Les resultats comprennent une etude menee sur 12 patients et 
10 controles sains. 

30 L'etude sur les patients montrent une inhibition significative de 
l'expression du gene du RH116 apres un traitement de 6 ou 24 h au 
Murabutide par rapport au cellules non traitees. La figure 5 
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represente les resultats de RT-PCR obtenus sur les PBMCs de deux 
patients apres 6 heures de traiterrient. 

D'autre part, 1'etude realisee sur des PBMCs de donneurs sains 
revelent une augmentation tres significative de Texpressibn du gene 
5 de RH1 16 notamment apres 6 heures de traitement au Murabutide. 

Exemple 5 : Expression de la proteine recombinante en systeme 
bacterien E. coli (pQE) 

10 Une PCR a ete realisee sur de l'ADNc de rate a partir d'amorces 
nucleotidiques correspondant a l'ATG: Heli ATG: (5'- TGA GAG GAT 
CCG ATG TCG AAT GGG TAT TCC 3') (SEQ ID N°21) et au STOP (5'- 
AAT GTC GAC CTA ATC CTC ATC ACT AAA TAA -3') (SEQ ID N°22). 
Le fragment a ete clone dans le vecteur pQE80 (Qiagen) digere par 

15 les enzymes de restriction BamHI/Sal I . 

Apres transformation de bacteries TOP 10F 1 , l'expression de la 
proteine recombinante est induite par l'lPTG, le temps d'expression a 
ete optimise et estime a deux heures, en effet apres 5 heures 
d'induction les inventeurs ne detectent pas de proteine 

20 recombinante. La proteine est faiblement exprimee (environ 500jig 
pour 500 ml de culture) et se presente sous forme soluble. 

Exemple 6 : Expression de la proteine recombinante en systeme 
eucaryote 

25 La proteine "RH116" etant exprimee dans le cytoplasme ou dans le 
noyau de cellules de mammiferes les inventeurs ont developpe une 
strategic de surexpression de la proteine recombinante dans des 
cellules eucaryotes afin d'apprecier son role dans la regulation du 
VIH. 

30 Pour cela la copie complete de l'ADNc a ete amplifiee a partir 
des amorces heli-GFP-ATG {Xho I) (5'-TGA GAG CTC GAG ATG TCG 
AAT GGG TAT TCC ACA GAC -3') (SEQ ID N°23) et Heli-GFP (Bam 
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HI) (5 - TGT TTA TTT AGT GAT GAG GAT CGG GAT CCG ATT GAA- 
3') (SEQ ID N°24) ; le fragment amplifie est clone dans le vecteur 
pEGFP digere par Xho If Bam HI puis sequence. Le cDNA codant 
pour la "Green Fluorescent Protein" (GFP) est situe en 3' de l'insert 
5 clone. 

D'autre part, la copie complete de l'ADNc a ete amplifiee a partir 
des amorces Heli ATG Bam (5'- TGA GAG GATCCG ATG TCG AAT 
GGG TAT TCC -3') (SEQ ID N°21) et Heli STOP Xhol (5'-TTC AAT 
10 CTC GAG ATC CTC ATC ACT AAA TAA AGA -3')(SEQ ID N°25) ; le 
fragment amplifie est clone dans le vecteur pcDNAe digere par Bam 
HI /Xho I. Dans ce systeme la proteine est fusionnee a 6 Histidines 
et a une proteine V5 contre laquelle des antdcorps monoclonaux sont 
disponibles. 

15 

Exemple 7 : Transfection en cellules eucaryotes 

Des experiences de transfection ont ete realisees dans les 
cellules cos-7 et cellules Hela a 1'aide des plasmides recombinants 
pEGFP et pcDNA6 contenant la sequence complete du polypeptide 

20 RH1 16 tels que decrits dans l'exemple 5. 

Les transfections ont ete realisees (Effectene-Qiagen) avec lfig 
de plasmide recombinant et lOjil d'Effectene. Une analyse en RT- 
PCR a permis de confirmer la surexpression de l'ARNm codant pour 
le polypeptide RH116. L'expression des proteines recombinantes 

25 fusionnees a ete verifiee par cytofluorometrie (fusion avec la GFP) ou 
en western blotting (fusion avec V5-HIS 6 ). 
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REVINDICATIONS 



5 1. Polypeptide isole denomme RH116 de sequence d'acides amines 
SEQ ID N°2. 

2. Polypeptide isole caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide 
choisi parmi : 



b) un polypeptide variant de polypeptide de sequences d'acides 
amines defini en a) ; 

c) un polypeptide homologue au polypeptide defini en a) ou b) 
et comportant au moins 80 % d'identite avec ledit 



d) un fragment d'au moins 15 acides amines consecutifs d'un 
polypeptide defini en a), b) ou c) ; 

e) un fragment biologiquement actif d*un polypeptide defini en 
a), b) ou c). 



20 

3. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 2 
caracterise en ce qu'il est comporte au moins un domaine conserve 
appartenant a la superfamille des helicases a ARN. 

25 4. Polypeptide selon la revendication 3 caracterise en ce que ledit 
domaine conserve est choisi parmi : 

- Ies sequences G-GKT correspondant au domaine I de la 
superfamille des helicases a ARN. 

- ies sequences DEAD, DE-D, DEAH correspondant au domaine V 
30 de la superfamille des helicases a ARN. 



10 



a) 



un polypeptide de sequence SEQ ID N°2 ; 



15 



polypeptide de a) ; 



5. Polynucleotide purifie ou isole caracterise en ce qu'il code pour un 
polypeptide selon la revendication 1. 
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6. Polynucleotide selon la revendication 5 de sequence SEQ ID N°l. 

7. Polynucleotide isole caracterise en ce qu'il comprend un 
5 polynucleotide choisi parmi : 

a) SEQ ID N° 1; 

b) la sequence d'un fragment d'au moins 15 nucleotides 
consecutifs de la sequence SEQ ID N°l a Texception des 
deux sequences nucleiques enregistrees indentifiees 

10 sous le numero d'acces N°AC007750 et N°AC0108176 

dans la banque de donnees GenBank ; 

c) une sequence nucleique presentant un pourcentage 
d'identite d'au moins 85 %, apres alignement optimal 
avec une sequence definie en a) ou b) ; 

15 d) la sequence complementaire ou la sequence d'ARN 

correspondant a une sequence telle que definie en a), b) 
ouc). 

8. Utilisation d'un polynucleotide selon la revendication 7 en tant 
20 qu'amorce pour Tamplification ou la polymerisation de sequences 

nucleiques. 

9. Utilisation d'un polynucleotide selon la revendication 7 en tant 
que sonde pour la detection de sequences nucleiques. 



25 



10. Utilisation d'un polynucleotide selon la revendication 7 en tant 
que sequence d'acide nucleique sens ou antisens pour controler 
l'expression du produit proteique correspondant. 



30 11. Utilisation d'un polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 8, 9, 10 caracterise en ce que ledit polynucleotide est 
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marque directement ou indirectement par un compose radioactif ou 
un compose non radioactif. 

12. Vecteur recombinant de clonage et/ou depression comprenant 
5 ion polynucleotide selon l*une des revendications 5 a 7 ou codant 

pour un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 
4. 

13. Vecteur recombinant d'expression antisens comprenant un 
10 polynucleotide selon l*une des revendications 5 a 7 caracterise en ce 

que ledit polynucleotide est insere en orientation inverse dans ledit 
vecteur. 

14. Cellule hote, caracterisee en ce qu'elle est transformee par un 
15 vecteur selon Tune des revendications 12 et 13. 

15. Animal, excepte ttiomme, caracterise en ce qu'il comprend une 
cellule selon la revendication 14. 

20 16. Procede de preparation d'un polypeptide recombinant caracterise 
en ce que Ton cultive une cellule hote selon la revendication 14 dans 
des conditions permettant Texpression et eventuellement la secretion 
dudit polypeptide recombinant et que Ton recupere ledit polypeptide 
recombinant. 

25 

17. Polypeptide recombinant susceptible d'etre obtenu par un 
procede selon la revendication 16. 



18. Anticorps monoclonal ou polyclonal et ses fragments caracterise 
30 en ce qu'il lie selectivement un polypeptide selon l*une des 
revendications 1 a 4 ou 17. 
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19. Procede de detection et/ou de dosage d\an polypeptide selon 
l'une des revendications 1 a 4 ou 17, dans un echantillon biologique, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de l'echantillon biologique avec un anticorps 
5 selon la revendication 18; 

b) mise en evidence du complexe antigene-anticorps forme. 

20. Trousse de reactifs pour la mise en oeuvre d\in procede selon la 
revendication 19 dans un echantillon biologique par reaction 

10 immunologique, caracterise en ce qu'elle comprend les elements 
suivants : 

a) un anticorps monoclonal ou polyclonal selon la 
revendication 18; 

b) le cas echeant, les reactifs pour la constitution du milieu 
1 5 propice a la reaction immunologique ; 

c) les reactifs permettant la detection du complexe antigene- 
anticorps produit iors la reaction immunologique. 

21. Procede de detection et/ou de dosage d*un polynucleotide selon 
20 l'une quelconque des revendications 5 a 7 dans un echantillon 

biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) isolement de l'ADN a partir de l'echantillon biologique a 
analyser, ou obtention d'un ADNc a partir de TARN de 
l'echantillon biologique ; 
25 b) amplification specifique de TADN a Taide d'amorces selon la 

revendication 8 ; 
c) analyse des produits d'amplification. 

22. Procede de detection et/ou de dosage d*un polynucleotide selon 
30 Tune quelconque des revendications 5 a 7 dans un echantillon 

biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 





a) Mise en contact d'un polynucleotide selon Tune des 
revendications 5 a 7 avec un echantillon biologique ; 

b) Detection et/ou dosage de ltiybride forme entre ledit 
polynucleotide et l'acide nucleique de Techantillon 
biologique. 

23. Puce a ADN caracterisee en ce qu'elle contient un polynucleotide 
selon l*une des revendications 5 a 7. 



10 24. Puce a proteines caracterisee en ce qu'elle contient un 
polypeptide selon l\ine des revendications 1 a 4 ou 17, ou un 
anticorps selon la revendication 18. 

25. Procede de criblage d'un compose susceptible d'affecter le taux 
1 5 d'expression cellulaire et/ou 1'activite helicase a ARN d'un 

polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17 et qui comporte les 
etapes suivantes de: 

a) mise en contact d*une cellule choisie parmi la cellule hote de 
la revendication 14 et une cellule eucaryote, de preference 

20 humaine, exprimant ou contenant le polypeptide selon la 

revendication 1 a 4 ou 17, et d'un ou plusieurs composes 
potentiels susceptibles de penetrer ou d'etre introduits dans 
ladite cellule; 

b) detection et/ou mesure du taux d'expression cellulaire et/ou 
25 de Tactivite helicase a ARN. 

26. Procede de criblage d'un compose susceptible d'affecter 1'activite 
helicase a ARN d'un polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17 
et qui comporte les etapes suivantes de: 

30 a) mise en contact dudit polypeptide et d'un ou plusieurs 

compose(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a 
la mise en oeuvre de 1'activite helicase a ARN; 



b) detection et/ou mesure de Tactivite helicase a ARN. 

27. Procede selon les revendications 25 et 26 caracterise en ce que 
ledit compose crible diminue le taux depression et/ou Tactivite 

5 helicase a ARN du polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17. 

28. Compose susceptible d'etre ' obtenu par le procede selon la 
revendication 27 caracterise en ce qu'ils sont choisis parmi : 

a) ion polynucleotide selon l*une quelconque des 
10 revendications 5 a 7 utilise en tant que sequence d'acide 

nucleique antisens selon la revendication 9 ; 

b) un vecteur d'expression antisens selon la revendication 
13; 

c) un anticorps selon la revendication 18 ; 

15 d) un antagoniste du polypeptide selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 4 ou 17 ; 
e) les muramylpeptides. 

29. Compose selon la revendication 28 caracterise en ce que le 
20 muramylpeptide est le Murabutide. 

30. Procede selon les revendications 25 et 26 caracterise en ce que 
ledit compose crible augmente le taux d'expression et/ou Pactivite 
helicase a ARN du polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17. 



25 



31. Compose agoniste du polypeptide selon l*une quelconque des 
revendications 1 a 4 ou 17 susceptible d'etre obtenu par le procede 
selon la revendication 30. 



32. Procede de criblage de composes susceptibles d'affecter Tactivite 
fonctionnelle d*un polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17 et 
qui comporte les e tapes suivantes de: 




a) mise en contact dudit polypeptide et d'un ou plusieurs 
compose(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a 
la mise en oeuvre d'une reaction choisie parmi la reaction 
d'epissage de TARN nucleaire et/ou mitochondrial, de 

5 reaction d'edition de TARN, de reaction de maturation de 

PARNr, de reaction d'initiation de la traduction, de la 
reaction d'export des ARNm nucleaires vers le cytoplasme, et 
la reaction de degradation des ARNm; 

b) detection et/ou mesure de ladite reaction. 

10 

33. Compose susceptible d'etre obtenu par le procede selon la 
revendication 32. 

34. Compose caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

15 a) un polypeptide selon l*une des revendications 1 a 4 ou 17; 

b) un polynucleotide selon Tune des revendications 5 a 7 ; 

c) un vecteur selon la revendication 12 ou 13 ; 

d) une cellule selon la revendication 14 

e) un anticorps selon la revendication 18 ; 

20 f) un compose selon l*une des revendications 28, 29, 31 et 

33 ; 

a titre de medicament. 

35. Compose selon la revendication 34 a titre de medicament destine 
25 a la prevention et/ou au traitement de pathologie selectionnee dans 

le groupe compose du cancer, des maladies infectieuses aigues ou 
chroniques, des maladies genetiques hereditaires,- des maladies 
immunes et auto-immunes, du rhumatisme, de Tarthrite, de 
rartherosclerose, de Tosteoporose, des diabetes et a la prevention 
30 des rejets de greffes d'organes. 
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36. Compose selpn la revendication 35 caracterise en ce que ladite 
maladie infectieuse est selectionnee parmi le SIDA ou l'hepatite C. 

37. Utilisation d'un compose selon la revendication 34 pour la 
5 preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 

virales. 

38. Utilisation selon la revendication 37 caracterise en ce que la 
pathologie virale est le syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA). 

10 

39. Composition pharmaceutique pour le traitement preventif et 
curatif du SIDA caracterisee en ce quelle contient une quantite 
therapeutiquement efficace d'un compose selon la revendication 34 
et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

15 

40. Produit comprenant au moins un compose selon la revendication 
34 et au moins un autre agent antiviral comme produit de 
combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans 
le temps en therapie anti-virale, de preference anti-VIH. 

20 

41. Utilisation selon la revendication 37 caracterise en ce que la 
pathologie virale est l'hepatite B ou C . 

42. Utilisation d'un polynucleotide selon Tune quelconque des 
25 revendications 5 a 7 et/ou d'un polypeptide selon Tune quelconque 

des revendications 1 a 4 et 17 et/ou d'un agoniste d'un polypeptide 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 et 17 pour la 
preparation d\in medicament destine a provoquer ou a augmenter la 
reponse immune a un vaccin chez un patient. 

30 



6. Polynucleotide selon la revendication 5 de sequence SEQ ID N°l. 

7. Polynucleotide isole caracterise en ce qu'il comprend un 
5 polynucleotide choisi parmi : 

a) SEQ ID N° 1; 

b) la sequence d'un fragment d'au moins 15 nucleotides 
consecutifs de la sequence SEQ ID N°l a l'exception des 
deux sequences nucleiques enregistrees indentifiees 

l0 sous le numero d'acces N°AC007750 et N 8 AC0108176 

dans la banque de donnees GenBank ; 

c) une sequence nucleique presentant un pourcentage 
d'identite d'au moins 85 %, apres alignement optimal 
avec une sequence defmie en a) ou b] ; 

15 d) la sequence complementaire ou la sequence d'ARN 

correspondant a une sequence telle que definie en a), b) 
ou c). 

8. Utilisation d'un polynucleotide selon la revendication 7 en tant 
20 qu'amorce pour l'amplification ou la polymerisation de s6quences 

nucleiques. 

9. UtiUsation in vitro d'un polynucleotide selon la revendication 7 en 
tant que sonde pour la detection de sequences nucleiques. 

25 

10. Utilisation in vitro d'un polynucleotide selon la revendication 7 
en tant que sequence d'acide nucleique sens ou antisens pour 
controler l'expression du produit proteique correspondant. 



30 11. Utilisation d'un polynucleotide selon l'une quelconque des 
revendications 8, 9, 10 caracterise en ce que ledit polynucleotide est 
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marque directement ou indirectement par un compose radioactif ou 
un compose non radioactif. 

12. Vecteur recombinant de clonage et/ou d'expression comprenant 
5 un polynucleotide selon l'une des revendications 5 a 7 ou codant 

pour un polypeptide selon l*une quelconque des revendications 1 a 
4. 

13. Vecteur recombinant d'expression antisens comprenant un 
1 0 polynucleotide selon l*une des revendications 5 a 7 caracterise en ce 

que ledit polynucleotide est insere en orientation inverse dans ledit 
vecteur. 

14. Cellule hote, caracterisee en ce quelle est transformee par un 
1 5 vecteur selon l*une des revendications 12 et 13. 

15. Animal, excepte lTiomme, caracterise en ce qu'il comprend une 
cellule selon la revendication 14. 

20 16. Precede de preparation d*un polypeptide recombinant caracterise 
en ce que Ton cultive une cellule hote selon la revendication 14 dans 
des conditions permettant Texpression et eventuellement la secretion 
dudit polypeptide recombinant et que Ton recupere ledit polypeptide 
recombinant. 

25 

17. Polypeptide recombinant obtenu par le precede selon la 
revendication 16. 

18. Anticorps monoclonal ou polyclonal et ses fragments caracterise 
30 en ce qu'il lie selectivement un polypeptide selon l\ine des 

revendications 1 a 4 ou 17. 
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a) Mise en contact d*un polynucleotide selon l'une des 
revendications 5 a 7 avec un echantillon biologique ; 

b) Detection et/ou dosage de ltiybride forme entre ledit 
polynucleotide et I'acide nucleique de l'echantillon 

5 biologique, 

23. Puce a ADN caracterisee en ce qu'elle contient un polynucleotide 
selon Tune des revendications 5 a 7. 

10 24. Puce a proteines caracterisee en ce qu'elle contient un 
polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4 ou 17, ou un 
anticorps selon la revendication 18. 

25. Procede de criblage d'un compose qui affecte le taux d'expression 
15 cellulaire et/ou l'activite helicase a ARN d*un polypeptide selon les 

revendications 1 a 4 ou 17 et qui comporte les etapes suivantes de: 

a) mise en contact d*une cellule choisie parmi la cellule hdte de 
la revendication 14 et une cellule eucaryote, de preference 
humaine, exprimant ou contenant le polypeptide selon la 

20 revendication 1 a 4 ou 17, et d\in ou plusieurs composes 

potentiels susceptibles de penetrer ou d'etre introduits dans 
ladite cellule; 

b) detection et/ou mesure du taux d'expression cellulaire et/ou 
de Tactivite helicase a ARN. 

25 

26. Procede de criblage d'un compose qui affecte Tactivite helicase a 
ARN d'un polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17 et qui 
comporte les etapes suivantes de: 

a) mise en contact dudit polypeptide et d'un ou plusieurs 
30 compose(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a 

la mise en oeuvre de Tactivite helicase a ARN; 

b) detection et/ou mesure de Tactivite helicase a ARN. 
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27. Procede selon les revendications 25 et 26 caracterise en ce que 
ledit compose crible diminue le taux d'expression et/ou l'activite 
helicase a ARN du polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17. 

5 

28. Compose obtenu par le procede selon la revendication 27 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

a) un polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 5 a 7 utilise en tant que sequence d'acide 

10 nucleique antisens selon la revendication 10 ; 

b) un vecteur d'expression antisens selon la revendication 
13; 

c) un anticorps selon la revendication 18 ; 

d) un antagoniste du polypeptide selon l*une quelconque des 
1 5 revendications 1 a 4 ou 17 ; 

e) les muramylpeptides. 

29. Compose selon la revendication 28 caracterise en ce que le 
muramylpeptide est le Murabutide. 

20 

30. Procede selon les revendications 25 et 26 caracterise en ce que 
ledit compose crible augmente le taux depression et/ou l'activite 
helicase a ARN du polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17. 

25 3L Compose agoniste du polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4 ou 17 obtenu par le procede selon la 
revendication 30. 



32. Procede de criblage de composes qui affectent Pactivite 
30 fonctionnelle d'un polypeptide selon les revendications 1 a 4 ou 17 et 
qui comporte les etapes suivantes de: 



10 
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a) mise en contact dudit polypeptide et dim ou plusieurs 
compose(s) potentiel(s) en presence de reactifs necessaires a 
la mise en oeuvre dline reaction choisie panni la reaction 
d'epissage de l'ARN nucleate et/ou mitochondrial, de 
reaction d'edition de l'ARN, de reaction de maturation de 
l'ARNr, de reaction d'initiation de la traduction, de la 
reaction d'export des ARNm nucleates vers le cytoplasme, et 
la reaction de degradation des ARNm; 

b) detection et/ou mesure de ladite reaction. 



33. Compose caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

a) un polypeptide selon l'une des revendications 1 a 4 ou 17; 

b) un polynucleotide selon l'une des revendications 5 a 7 ; 

c) un vecteur selon la revendication 12 ou 13 ; 
1 5 d) une cellule selon la revendication 14 

e) un anticorps selon la revendication 18 ; 

f) un compose selon l'une des revendications 28, 29 et 31 ; 
a titre de medicament. 

20 34. Compose selon la revendication 33 a titre de medicament destine 
a la prevention et/ou au traitement de pathologie selectionnee dans 
le groupe compose du cancer, des maladies infectieuses aigues ou 
chroniques, des maladies genetiques hereditaires, des maladies 
immunes et auto-immunes, du rhumatisme, de l'arthrite, de 

25 l'artherosclerose, de l'osteoporose, des diabetes et a la prevention 
des rejets de greffes d'organes. 



35. Compose selon la revendication 34 caracterise en ce que lac 
maladie infectieuse est selectionnee parmi le SIDA ou ttiepatite C. 

30 
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36; Utilisation d'un compose selon la revendication 33 pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
virales. 

5 37. Utilisation selon la revendication 36 caracterise en ce que la 
pathologie virale est le syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA). 

38. Composition pharmaceutique pour le traitement preventif et 
curatif du SIDA caracterisee en ce qu'elle contient une quantite 

10 therapeutiquement efficace d'un compose selon la revendication 33 
et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

39. Produit comprenant au moins un compose selon la revendication 
33 et au moins un autre agent antiviral comme produit de 

1 5 combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans 
le temps en therapie anti-virale, de preference anti-VIH. 

40. Utilisation selon la revendication 36 caracterise en ce que la 
pathologie virale est lliepatite B ou C . 

20 

41. Utilisation d'un polynucleotide selon 1'une quelconque des 
revendications 5 a 7 et/ou d'un polypeptide selon 1'une quelconque 
des revendications 1 a 4 et 17 et/ou d'un agoniste d'un polypeptide 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 et 17 pour la 

25 preparation d'un medicament destine a provoquer ou a augmenter la 
reponse immune a un vaccin chez un patient. 



• 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> ISTAC 

<120> Polypeptide RH 116 et ses fragments et polynucleotides 
codant lesdits polypeptides et applications 
therapeutiques 

<130> D18868 



<160> 25 



<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 3372 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 

gggccctgtg gacaacctcg tcattgtcag 
tgggcagcgg acagcggcac gcacatttca 
tgggagaacc ctctcccttc tctgagaaag 
gaatttccgc tatctcatct cgtgcttcag 
gcctgtgctg gactacctga cctttctgcc 
agtcgccacc tccgggaaca tgcaggcagt 
agtctggcac cttggttgga ctcgggaatt 
tctggccgcc cgctacatga accctgagct 
cgctcatgat gaatatctcc aactgctgaa 
tctagttaga gacgtcttgg ataagtgcat 
aaaccggatt gctgctgcag aaaacaatgg 
aaggattgtg cagaaagaaa actggttctc 
aaacaatgaa cttgtccaag agttaacagg 
tgagaattta tcacaagttg atggtcctca 
tcagccaaat ctggagaagg aggtctgggg 
tgcagattct tctgtagttt cagaatcaga 
cttagatgaa agtcttggac ataacagcaa 
tgattcagat gaagagaatg tggcagcaag 
gccttaccaa atggaagttg cccagccagc 
ccctacaggg agtggaaaaa ccagagtggc 
gaagaaaaaa gcatctgagc ctggaaaagt 
tgaacagctc ttccgcaagg agttccaacc 
attaagtggt gatacccaac tgaaaatatc 
tattatcagt acagctcaaa tccttgaaaa 
tgctggtgtt caattgtcag acttttcctt 
caaagaagca gtgtataata acatcatgag 
tagactcaag aaagaaaaca aaccagtgat 
ttcacctggt gttggagggg ccacgaagca 
atgtgccaat cttgatgcat ttactattaa 
aaaccaaata caggagccat gcaagaagtt 
atttaaagag aaacttctag aaataatgac 
aatgtcagat tttggaactc aaccctatga 
tgcaaaagaa ggaaatcgca aagaaagtgt 
ggccctacaa attaatgaca caattcgaat 
ctataatgaa gagaaagata agaagtttgc 
tgatgatgag tattgtgatg gtgatgaaga 
ggatgaaaca gatagatttc tcatgacttt 
gctggctgaa aacccagaat atgaaaatga 
ggagcaatat actaggactg aggaatcagc 
gagtgcatat gcgctttccc agtggattac 



gcacagagcg gtagaccctg cttctctaag 60 
cctgtcccgc agacaacagc accatctgct 120 
aaagatgtcg aatgggtatt ccacagacga 180 
ggccagggtg aaaatgtaca tccaggtgga 240 
tgcagaggtg aaggagcaga ttcagaggac 300 
tgaactgctg ctgagcacct tggagaaggg 360 
cgtggaggcc ctccggagaa ccggcagccc 420 
cacggacttg ccctctccat cgtttgagaa 4B0 
cctccttcag cccactctgg tggacaagct 540 
ggaggaggaa ctgttgacaa ttgaagacag 600 
aaatgaatca ggtgtaagag agctactaaa 660 
tgcatttctg aatgttcttc gtcaaacagg 720 
ctctgattgc tcagaaagca atgcagagat 780 
agtggaagag caacttcttt caaccacagt 840 
catggagaat aactcatcag aatcatcttt 900 
cacaagtttg gcagaaggaa gtgtcagctg 960 
catgggcagt gattcaggca ccatgggaag 1020 
agcatccccg gagccagaac tccagctcag 1080 
cttggaaggg aagaatatca tcatctgcct 1140 
tgtttacatt gccaaggatc acttagacaa 1200 
tatagttctt gtcaataagg tactgctagt 1260 
atttttgaag aaatggtatc gtgttattgg 1320 
atttccagaa gttgtcaagt cctgtgatat 1380 
ctccctctta aacttggaaa atggagaaga 1440 
cattatcatt gatgaatgtc atcacaccaa 1500 
gcattatttg atgcagaagt tgaaaaacaa 1560 
tccccttcct cagatactgg gactaacagc 1620 
agccaaagct gaagaacaca ttttaaaact 1680 
aactgttaaa gaaaaccttg atcaactgaa 1740 
tgccattgca gatgcaacca gagaagatcc 1800 
aaggattcaa acttattgtc aaatgagtcc 1860 
acaatgggcc attcaaatgg aaaaaaaagc 1920 
ttgtgcagaa catttgagga agtacaataa 1980 
gatagatgcg tatactcatc ttgaaacttt 2040 
agtcatagaa gatgatagtg atgagggtgg 2100 
tgaggatgat ttaaagaaac ctttgaaact 2160 
attttttgaa aacaataaaa tgttgaaaag 2220 
aaagctgacc aaattaagaa ataccataat 2280 
acgaggaata atctttacaa aaacacgaca 2340 
tgaaaatgaa aaatttgctg aagtaggagt 2400 
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caaagcccac catctgattg gagctggaca cagcagtgag ttcaaaccca tgacacagaa 2460 
tgaacaaaaa gaagtcatta gtaaatttcg cactggaaaa ataaatctgc ttatcgctac 2520 
cacagtggca gaagaaggtc tggatattaa agaatgtaac attgttatcc gttatggtct 2580 
cgtcaccaat gaaatagcca tggtccaggc ccgtggtcga gccagagctg atgagagcac 2640 
ctacgtcctg gttgctcaca gtggttcagg agttatcgaa cgtgagacag ttaatgattt 2700 
ccgagagaag atgatgtata aagctataca ttgtgttcaa aatatgaaac cagaggagta 2760 
tgctcataag attttggaat tacagatgca aagtataatg gaaaagaaaa tgaaaaccaa 2820 
gagaaatatt gccaagcatt acaagaataa cccatcacta ataactttcc tttgcaaaaa 2880 
ctgcagtgtg ctagcctgtt ctggggaaga tatccatgta attgagaaaa tgcatcacgt 2940 
caatatgacc ccagaattca aggaacttta cattgtaaga gaaaacaaag cactgcaaaa 3000 
gaagtgtgcc gactatcaaa taaatggtga aatcatctgc aaatgtggcc aggcttgggg 3060 
aacaatgatg gtgcacaaag gcttagattt gccttgtctc aaaataagga attttgtagt 3120 
ggttttcaaa aataattcaa caaagaaaca atacaaaaag tgggtagaat tacctatcac 3180 
atttcccaat cttgactatt cagaatgctg tttatttagt gatgaggatt agcacttgat 3240 
tgaagattct tttaaaatac tatcagttaa acatttaata' tgattatgat taatgtattc 3300 
attatgctac agaactgaca taagaatcaa taaaatgatt gttttactct ccaaaaaaaa 3360 
aaaaaaaaaa aa 3372 



<210> 2 
<211> 1025 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Met Ser Asn Gly Tyr Ser Thr Asp Glu Asn Phe Arg Tyr Leu lie Ser 
15 10 15 

Cys Phe Arg Ala Arg Val Lys Met Tyr lie Gin Val Glu Pro Val Leu 
20 25 30 

Asp Tyr Leu Thr Phe Leu Pro- Ala Glu Val Lys Glu Gin lie Gin Arg 
35 40 45 

Thr Val Ala Thr Ser Gly Asn Met Gin Ala Val Glu Leu Leu Leu Ser 
50 55 60 

Thr Leu Glu Lys Gly Val Trp His Leu Gly Trp Thr Arg Glu Phe Val 
65 70 75 80 

Glu Ala Leu Arg Arg Thr Gly Ser Pro Leu Ala Ala Arg Tyr Met Asn 

85 90 95 

Pro Glu Leu Thr Asp Leu Pro Ser Pro Ser Phe Glu Asn Ala His Asp 
100 105 no 

Glu Tyr Leu Gin Leu Leu Asn Leu Leu Gin Pro Thr Leu Val Asp Lys 
115 120 125 

Leu Leu Val Arg Asp Val Leu Asp Lys Cys Met Glu Glu Glu Leu Leu 
130 135 140 

Thr He Glu Asp Arg Asn Arg lie Ala Ala Ala Glu Asn Asn Gly Asn 
145 150 155 160 

Glu Ser Gly Val Arg Glu Leu Leu Lys Arg He Val Gin Lys Glu Asn 

165 170 175 

Trp Phe Ser Ala Phe Leu Asn Val Leu Arg Gin Thr Gly Asn Asn Glu 
180 185 190 




Leu Val Gin Glu Leu Thr Gly Ser Asp Cys Ser Glu Ser Asn Ala Glu 
195 200 205 

He Glu Asn Leu Ser Gin Val Asp Gly Pro Gin Val Glu Glu Gin Leu 
210 215 220 

Leu Ser Thr Thr Val Gin Pro Asn Leu Glu Lys Glu Val Trp Gly Met 
225 230 235 240 

Glu Asn Asn Ser Ser Glu Ser Ser Phe Ala Asp Ser Ser Val Val Ser 

245 250 255 

Glu Ser Asp Thr Ser Leu Ala Glu Gly Ser Val Ser Cys Leu Asp Glu 
260 265 270 

Ser Leu Gly His Asn Ser Asn Met Gly Ser Asp Ser Gly Thr Met Gly 
275 280 285 

Ser Asp Ser Asp Glu Glu Asn Val Ala Ala Arg Ala Ser Pro Glu Pro 
290 295 300 

Glu Leu Gin Leu Arg Pro Tyr Gin Met Glu Val Ala Gin Pro Ala Leu 
305 310 315 320 

Glu Gly Lys Asn He He He Cys Leu Pro Thr Gly Ser Gly Lys Thr 

325 330 335 

Arg Val Ala Val Tyr He Ala Lys Asp His Leu Asp Lys Lys Lys Lys 
340 345 350 

Ala Ser Glu Pro Gly Lys Val He Val Leu Val Asn Lys Val Leu Leu 
355 360 365 

Val Glu Gin Leu Phe Arg Lys Glu Phe Gin Pro Phe Leu Lys Lys Trp 
370 375 380 

Tyr Arg Val He Gly Leu Ser Gly Asp Thr Gin Leu Lys He Ser Phe 
385 390 395 400 

Pro Glu Val Val Lys Ser Cys Asp He He He Ser Thr Ala Gin He 

405 410 415 

Leu Glu Asn Ser Leu Leu Asn Leu Glu Asn Gly Glu Asp Ala Gly Val 
420 425 430 

Gin Leu Ser Asp Phe Ser Phe He He He Asp Glu Cys His His Thr 
435 440 445 

Asn Lys Glu Ala Val Tyr Asn Asn He Met Arg His Tyr Leu Met Gin 
450 455 460 

Lys Leu Lys Asn Asn Arg Leu Lys Lys Glu Asn Lys Pro Val He Pro 
465 470 475 480 

Leu Pro Gin He Leu Gly Leu Thr Ala Ser Pro Gly Val Gly Gly Ala 

485 490 495 

Thr Lys Gin Ala Lys Ala Glu Glu His He Leu Lys Leu Cys Ala Asn 
500 505 510 

Leu Asp Ala Phe Thr He Lys Thr Val Lys Glu Asn Leu Asp Gin Leu 




515 



520 



525 



Lys Asn Gin lie Gin Glu Pro Cys Lys Lys Phe Ala lie Ala Asp Ala 
530 535 540 

Thr Arg Glu Asp Pro Phe Lys Glu Lys Leu Leu Glu lie Met Thr Arg 
545 550 555 560 

lie Gin Thr Tyr Cys Gin Met Ser Pro Met Ser Asp Phe Gly Thr Gin 

565 570 575 

Pro Tyr Glu Gin Trp Ala He Gin Met Glu Lys Lys Ala Ala Lys Glu 
580 585 590 

Gly Asn Arg Lys Glu Ser Val Cys Ala Glu His' Leu Arg Lys Tyr Asn 
595 600 605 

Lys Ala Leu Gin He Asn Asp Thr He Arg Met He Asp Ala Tyr Thr 
610 615 620 

His Leu Glu Thr Phe Tyr Asn Glu Glu Lys Asp Lys Lys Phe Ala Val 
625 630 635 640 

lie Glu Asp Asp Ser Asp Glu Gly Gly Asp Asp Glu Tyr Cys Asp Gly 

645 650 655 

Asp Glu Asp Glu Asp Asp Leu Lys Lys Pro Leu Lys Leu Asp Glu Thr 
660 665 670 

Asp Arg Phe Leu Met Thr Leu Phe Phe Glu Asn Asn Lys Met Leu Lys 
675 680 685 

Arg Leu Ala Glu Asn Pro Glu Tyr Glu Asn Glu Lys Leu Thr Lys Leu 
690 695 700 

Arg Asn Thr He Met Glu Gin Tyr Thr Arg Thr Glu Glu Ser Ala Arg 
705 710 715 720 

Gly He He Phe Thr Lys Thr Arg Gin Ser Ala Tyr Ala Leu Ser Gin 

725 730 735 

Trp He Thr Glu Asn Glu Lys Phe Ala Glu Val Gly Val Lys Ala His 
740 745 750 

His Leu He Gly Ala Gly His Ser Ser Glu Phe Lys Pro Met Thr Gin 
755 760 765 

Asn Glu Gin Lys Glu Val He Ser Lys Phe Arg Thr Gly Lys He Asn 
770 775 780 

Leu Leu He Ala Thr Thr Val Ala Glu Glu Gly Leu Asp He Lys Glu 
785 790 795 800 

Cys Asn He Val He Arg Tyr Gly Leu Val Thr Asn Glu He Ala Met 

805 810 815 

Val Gin Ala Arg Gly Arg Ala Arg Ala Asp Glu Ser Thr Tyr Val Leu 
820 825 830 



Val Ala His Ser Gly Ser Gly Val He Glu Arg Glu Thr Val Asn Asp 
835 840 845 
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